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ВВЕДЕНИЕ

Биотехнология – одна из бурно развивающихся отраслей биологии. К 
настоящему времени в мире создано более 3000 компаний, производящих 
антибиотики, аминокислоты, ферменты и другие биологически активные 
вещества.

Микроорганизмы – бактерии, дрожжи и микроскопические мицелиаль­
ные грибы – основные промышленные объекты биотехнологии. 

Человек с давних времен использовал деятельность микроорганизмов 
для выпечки хлеба и пивоварения, получения вина и уксуса, приготовле­
ния молочнокислых продуктов. 

Микроорганизмы имеют высокую скорость роста, способны расти на 
дешевых питательных средах и обладают пластичным метаболизмом, про­
текающим с высокой скоростью и эффективностью. Так, например, КПД 
превращения углерода субстрата в углерод клеточной биомассы в клетках 
Escherichia coli составляет 70 %. Все это дает предпосылки для исполь­
зования клеток микроорганизмов в производстве различных биологически 
активных веществ.

Однако метаболизм клетки подвержен строгой и четкой регуляции. 
Микроорганизмы синтезируют такое количество первичных метаболитов, 
которое необходимо для роста и деления клетки.

Для использования штамма микроорганизма в качестве промышлен­
ного продуцента эта регуляция должна быть изменена таким образом, 
чтобы использовать биосинтетический аппарат клетки для получения мак­
симального количества необходимого метаболита, т. е. создания непре­
рывного синтеза. 

Решение этой задачи существенно облегчается, если известен путь 
биосинтеза интересующего нас метаболита и его регуляция, что дает воз­
можность разработать подходы для дерегуляции определенных этапов 
этого синтеза путем насыщения генома продуцента необходимыми мута­
циями.

Получение промышленных штаммов микроорганизмов долгое время 
основывалось на внесении в геном клетки индуцированных мутаций и 
отборе лучших вариантов. Этот метод очень трудоемок и может занимать 
длительное время. Однако его использование приводит к значительному 
увеличению уровня продукции метаболита. Так, с помощью ступенчатого 
отбора штаммов-продуцентов пенициллина уровень активности штамма 
микроорганизма был увеличен от 100 ед/мл до 40 000 ед/мл.



С 70-х гг. прошлого века начинается целенаправленное конструиро­
вание штаммов продуцентов различных биологически активных веществ 
с использованием методов генетической инженерии. Первые штаммы-
продуценты конструировались на основе клеток Escherichia coli. В 1977–
1979 гг. на основе этих бактерий были созданы штаммы-продуценты со­
матостатина, инсулина и гормона роста человека. В настоящее время круг 
микроорганизмов, на основе которых конструируют генно-инженерные 
штаммы-продуценты, существенно расширен.

Основное преимущество микроорганизмов как объекта селекции про­
дуцентов – более простая, по сравнению с эукариотами, организация ге­
нетического аппарата. Поэтому клонирование генов в клетки растений и 
животных осуществляется на основе первичного их клонирования в ми­
кробных клетках.

Методы современной селекции продуцентов основываются на гене­
тическом конструировании in vivo и in vitro.

Генетическое конструирование in vivo:
позволяет получить и выделить мутанты, используя различные способы 
обмена генетической информацией между живыми микробными клетками: 
гибридизацию, конъюгацию, трансформацию, трансдукцию, транспозонный 
мутагенез и слияние протопластов

Генетическое конструирование in vitro:
основано на введении индивидуальных фрагментов ДНК в живую клетку с 
получением рекомбинантных генетических структур с заданными свойствами

Стратегия селекционной работы с микроорганизмами заключается в 
поиске природных форм, которые обладают какими-либо полезными для 
человека свойствами (синтез ценных соединений, высокая скорость роста, 
способность к усвоению дешевых и доступных субстратов и т. д.), а так­
же дальнейшем их улучшении, создании на их основе промышленных 
штаммов. Эта задача решается обычно путем изменения регуляции мета­
болической активности клетки.

Современные тенденции развития селекции продуцентов – конструи­
рование промышленных штаммов с заданными свойствами с использова­
нием новейших достижений фундаментальных отраслей биологии в со­
четании с приемами классической селекции.



5

1	ПРИНЦИПЫ ПОДБОРА ИСХОДНОГО
ОБЪЕКТА ДЛЯ СЕЛЕКЦИИ 
ПРОДУЦЕНТОВ

1.1. Подбор исходного 
микроорганизма для селекции

Все клеточные метаболиты можно разделить на три группы:
1.	 Молекулы с большой, до нескольких миллионов, молекулярной 

массой (ферменты и полисахариды).
2.	 Первичные метаболиты, соединения, необходимые для роста клет­

ки (аминокислоты, нуклеотиды, витамины и др.).
3.	 Вторичные метаболиты, соединения, которые не требуются микро­

организмам для роста (антибиотики, алкалоиды и др.).
Для того чтобы осуществлять промышленный синтез биологически 

активных веществ и иметь рентабельное производство штаммы-продуценты 
должны продуцировать в среду достаточное количество метаболита. Од­
нако, как было отмечено выше, природные штаммы микроорганизмов, 
как правило, неспособны выделять и накапливать в питательной среде 
такое количество продукта, которое могло бы обеспечить достаточно низ­
кую себестоимость при производстве. Так, некоторые природные штаммы 
грибов, актиномицетов и бацилл способны продуцировать небольшое ко­
личество антибиотиков, токсинов, гидролитических ферментов. Однако в 
отношении первичных метаболитов этого не наблюдается, поскольку эти 
биосинтетические пути настолько жестко зарегулированы в клетке, что 
синтезируемое количество данных метаболитов строго соответствует по­
требностям самой клетки.

Поэтому перед селекционерами стоит задача правильно подобрать 
исходный микроорганизм для селекции.

Микроорганизмы, которые являются природными продуцентами даже 
небольшого количества того или иного метаболита, являются исходными штам­
мами для селекции продуцента этого вещества. Дальнейшая работа направ­
лена на повышение уровня продукции метаболита путем получения мутаций, 
усиливающих продукционную способность отобранного микроорганизма.
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В том случае, если создается продуцент первичного метаболита и 
клетки микроорганизмов не способны накапливать продукт в питательной 
среде, продуцент создается из штаммов дикого типа. Здесь в первую оче­
редь нужно учитывать ограничения для сверхсинтеза определенного ве­
щества. Например, у представителей глутаматпродуцирующих бактерий  
Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum получены высокие уров­
ни продукции лизина, а у бактерий рода Pseudomonas или  E. coli этот 
уровень значительно ниже. Это обстоятельство объясняется различной 
регуляцией пути синтеза аминокислоты у этих микроорганизмов. Так, у 
Corynebacterium glutamicum и Brevibacterium flavum синтез лизина кон­
тролируется только на уровне ретроингибирования одного фермента ли­
зином и треонином (рис. 1). Причем этот контроль легко устраняется 
мутацией, блокирующей синтез гомосерина – предшественника  треони­
на и метионина. При этом поток общих предшественников направляется  
на синтез лизина. У бактерий рода Pseudomonas и E. coli этот биосинте­
тический путь жестко зарегулирован: имеется 3 контролируемых на уров­
не терминации транскрипции структурных гена, а у псевдомонад еще и 

Рис. 1. Регуляция биосинтеза лизина и треонина у Br. flavum:
АК – аспартаткиназа; ДДПС – дигидродипиколинатсинтаза; 

ГД – гомосериндегидрогенеза; ГК – гомосеринкиназа; 
ТС – треонинсинтаза; ТД – треониндезаминаза

 – ингибирование
  – репрессия
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сложная система аллостерической регуляции (рис. 2). Кроме того, у ко­
ринебактерий отсутствует система деградации лизина, тогда как у псев­
домонад эта система выражена очень ярко.

Таким образом, выбор штаммов-продуцентов вторичных метаболитов 
основан на поиске природных штаммов, способных выделять в среду не­
которое количество продукта. Выбор же продуцентов первичных метабо­
литов основан на подборе штаммов, имеющих менее сложные по срав­
нению с другими микроорганизмами  системы регуляции метаболита с 
последующим введением в геном потенциального продуцента мутаций, 
которые теоретически могут вызвать сверхсинтез продукта.

Таким образом, выбор исходного штамма зависит: 
1)	 от природных свойств штамма;
2)	 ограничений, связанных со сложностями систем регуляции син­

теза как на генетическом, так и на аллостерическом уровнях.

Рис. 2. Регуляция биосинтеза лизина и треонина у E. сoli:
АК – аспартаткиназа; ДДПС – дигидродипиколинатсинтаза; 

ГД – гомосериндегидрогенеза; ГК – гомосеринкиназа; 
ТС – треонинсинтаза; ТД – треониндезаминаза

 – ингибирование
	 – репрессия
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1.2. Подготовка исходного 
штамма к селекции

Штамм микроорганизма, способный продуцировать даже небольшое 
количество того или иного метаболита и отобранный для селекции, во­
влекается в дальнейшую работу по изучению его естественной измен-
чивости по морфологическим и количественным признакам. Это дли­
тельная процедура, включающая много этапов. 
	Исходный штамм рассевают на чашки Петри и отбирают несколько 

сотен клонов, имеющих типичную для данной культуры морфологию и 
варианты с некоторыми морфологическими отклонениями.
	Производят несколько пассажей для подтверждения того, что эти 

варианты сохраняют свои морфологические особенности.
	Оценивают уровень продукции интересующего метаболита у вари­

антов с типичной для данной культуры морфологией и с некоторыми 
морфологическими отклонениями. Такая оценка дает возможность выявить 
корреляцию между особенностями морфологии клонов и уровнем про­
дукции метаболита.
	Несколько клонов с наиболее высоким уровнем продукции по от­

ношению к уровню контроля (которым служит исходная не рассевавшая­
ся культура) отбирают и проверяют на продукцию в нескольких повторах, 
а затем отбирают один клон, имеющий устойчиво высокий уровень про­
дукции. Такая длительная процедура называется «чисткой исходной куль­
туры» и приводит к отбору клона с заметно повышенной продукцией, а 
иногда – и с морфологическими отклонениями.
	Отобранный клон снова рассевают и оценивают его уровень про­

дукции  путем анализа не менее 100 типичных клонов. Значения уровней 
продукции таких субклонов выражают в процентах по отношению к про­
дукции исходного (родительского) и располагают в вариационном ряду 1, 
вычисляя для них статистические показатели:

•	 среднее арифметическое (Х);
•	 квадратическое отклонение (σ);
•	 коэффициент изменчивости (сv = σ × 100).

	Субклоны, попавшие в крайнюю правую часть этого ряда (макси­
мальная продукция), отбирают и опять оценивают по уровню продукции. 
При этом отбирается только один из них.
	Этот субклон опять рассеивают и, проверив, не менее 100 высеян­

ных клонов, строят вариационный ряд 2, вычисляя его показатели. Срав­
нивают показатели  коэффициента изменчивости двух вариационных ря­



дов. Если эти значения существенно не отличаются, то подготовку 
исходного для селекции штамма заканчивают, отбирая субклоны из 1-го 
вариационного ряда, а 2-й ряд (собственный ряд этого субклона) считают 
контрольным. Если при сравнении коэффициентов изменчивости у 2-го 
ряда наблюдается его уменьшение, то целесообразно провести еще один 
этап клонирования, выбрав из правой части 2-го ряда «лучший клон». 
Построить на его основе 3-й вариационный ряд и определить его коэф­
фициент. Если значения коэффициентов изменчивости 2-го и 3-го рядов 
не отличаются, то клонирование прекращают, а если опять наблюдаются 
отличия, то продолжают процедуру.

Цель ступенчатого клонирования – «стабилизировать» исходную куль­
туру по количественному признаку, получив на основе действия стаби­
лизирующего отбора наиболее однородную по данному признаку попу­
ляцию. Эта популяция будет служить надежным контролем индуцируемой 
мутагенами изменчивости при последующем отборе мутантов.

Однако однородность отобранной культуры  снижается при много­
кратном пассировании и длительном хранении. Поэтому отобранную кон­
трольную культуру необходимо поддерживать периодическим клониро­
ванием. Повысить уровень продукции таким клонированием, т. е. отобрать 
мутант практически невозможно. 

В том случае, когда исходная культура не продуцирует требуемого 
вещества, выбирают из ее рассева клон, который по таксономической 
характеристике полностью соответствует данному виду микроорганизма 
и используют этот клон для дальнейшей работы. 

1.3. Требования, предъявляемые 
к промышленным штаммам

Штаммы микроорганизмов, используемые в производстве, должны 
отвечать некоторым промышленным стандартам, а именно:

•	 обладать подходящими технологическими характеристиками: вы­
сокой продуктивностью, высокой скоростью роста (коэффициентом вы­
хода биомассы), температурной устойчивостью, кислотной устойчивостью;

•	 фагоустойчивостью;
•	 генетической стабильностью;
•	 расти на рентабельных (дешевых и доступных) субстратах;
•	 продукты микробиологического синтеза должны быть экологически 

безвредны для человека и окружающей среды.
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2	 ПОЛУЧЕНИЕ ПРОДУЦЕНТОВ
С ПОМОЩЬЮ МУТАГЕНЕЗА IN VIVO

Как было отмечено ранее, природные штаммы микроорганизмов не 
способны продуцировать в среду такое количество метаболита, которого 
было бы достаточно для его промышленного производства. Метаболизм 
клетки подвержен строгой и четкой регуляции, и поэтому для использо­
вания штамма микроорганизма в качестве промышленного продуцента 
эта регуляция должна быть изменена таким образом, чтобы использовать 
биосинтетический аппарат клетки для получения максимального количе­
ства необходимого метаболита. Одним из основных методов достижения 
поставленной цели является мутагенез.

Мутации, приводящие к сверхсинтезу продукта, могут затрагивать 
различные гены: структурные, регуляторные, участвующие в транспорте 
и деградации метаболита и т. д.

2.1. Типы мутаций, используемые 
для получения продуцентов

По характеру локализации различают мутации:
•	 цитоплазматические;
•	 ядерные.
Материалом для селекции продуцентов служат ядерные мутации, за­

трагивающие хромосомные генетические детерминанты. 
Ядерные мутации подразделяются:
•	 на генные (мутации на уровне отдельных генов);
•	 хромосомные (изменение структуры хромосом);
•	 геномные (изменение числа хромосом).
Генные мутации  связаны с изменением последовательности нукле­

отидов в пределах одного гена. В зависимости от механизма таких из­
менений различают:

•	 делеции (выпадение одного или нескольких оснований);
•	 вставки лишней пары нуклеотидов;
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•	 транзиции (замена одних нуклеотидов на другие так, что это не 
меняет ориентации пурин-пиримидин в пределах пары);

•	 трансверсии (замены пар нуклеотидов, изменяющие ориентацию 
пурин-пиримидин).

Генные мутации связаны с явлением таутомеризации, которое влечет 
за собой изменение химических свойств. 

Транзиции и трансверсии часто приводят к миссенс-мутациям (му­
тации с изменением смысла), в которых последовательность кодирующе­
го триплета оснований после замены кодирует уже другую аминокислоту. 
Часть мутаций с заменой оснований приводит к возникновению нонсенс-
мутантов (бессмысленные мутации). Такие мутации приводят к образо­
ванию кодонов, не кодирующих никакой аминокислоты. Синтез белка в 
измененном кодоне прерывается, а образующиеся фрагменты белковой 
молекулы функционально неактивны из-за быстрого их протеолиза. Если 
мутация лишь частично нарушает функцию гена и новая аминокислота 
сходна с той, которая кодировалась геном дикого типа, то говорят о leaky-
мутациях.

Делеции и вставки могут являться причиной frame-shift-мутаций (или 
мутаций со сдвигом рамки считывания), в результате чего синтезируется 
неактивный белок с измененной последовательностью аминокислот. При 
протяженных делециях, в результате которых удаляется значительная часть 
гена, синтезируются неактивные фрагменты белковых молекул. 

Хромосомные мутации подразделяются:
•	 на делеции участков хромосомы;
•	 дефишенси (концевые нехватки, которые являются, по сути, част­

ным случаем делеций);
•	 инсерции (вставки  в определенные участки хромосомы);
•	 дупликации или амплификации (удвоения  или умножения участков 

хромосомы);
•	 инверсии (изменение чередования генов  в хромосоме);
•	 транслокации (обмен  участками между негомологичными  хромо­

сомами);
•	 транспозиции (перемещение небольших участков хромосомы в 

пределах одной хромосомы или между разными хромосомами).
Хромосомные перестройки могут вызвать как  утрату функций, так и 

возникновение новых. Результатом этого может явиться возникновение 
новых белков, уменьшение либо увеличение продукции определенных 
метаболитов. 
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2.2. Индуцированный мутагенез. 
Мутагены, используемые 
при селекции продуцентов

По своему происхождению мутации бывают спонтанными и индуци­
рованными. 

Спонтанные мутации возникают с низкой частотой (около 10–5–10–6). 
Эта возможность должна учитываться при выборе продуцентов. Для того 
чтобы отобрать такие мутанты, необходимо проанализировать огромное 
количество клонов (до миллиарда) на предмет интересующих метаболи­
ческих отклонений. 

В селекции продуцентов наибольший интерес представляют  инду-
цированные мутанты. 

По своей природе мутагены подразделяются на физические, химиче­
ские и биологические.

Выбор мутагена определяется:
1) типом мутации, которую необходимо получить;
2) эффективностью мутагена в отношении данного микроорганизма.
Начиная мутагенез, нужно четко осознавать, какой именно тип мутанта 

соответствует поставленной задаче. Например, если нужно получить мутант 
с устойчивым генетическим маркером, с помощью которого можно будет 
идентифицировать мутант на всех этапах эксперимента, то следует отбирать 
штамм с неревертирующей мутацией, например, делецией. Если стоит за­
дача выявить взаимосвязь между структурой какого-либо белка и его функ­
цией, то наиболее подходящими будут точковые мутации. 

Среди физических агентов используются УФ-облучение и радиация. 
УФ-облучение вызывает димеризацию пиримидинов и является мутагеном 
широкого спектра действия. При использовании этого мутагена приводит 
к образованию мутантов с транзициями, трансверсиями и делециями. 
Эффективность УФ-облучения довольно высока, однако высокая частота 
мутаций достигается за счет низкой выживаемости клеток. Кроме того, 
такие мутанты хорошо восстанавливаются репарационными механизмами 
клеток. Рентгеновское излучение и техника быстрых нейтронов  приводят 
к разрывам хромосом, вызывая делеции и инверсии. Мутагенный эффект 
этого метода довольно высок, однако его применение требует специаль­
ного оборудования. 

Более широкое применение нашли химические мутагены: аналоги 
оснований, азотистая кислота, нитрозогуанидин (НГ), этилметансульфонат 
(ЭМС), акридиновые красители и т. д. Аналоги оснований вызывают  тран­
зиции и трансверсии в результате ошибок репликации, однако эффектив­
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ность их действия очень низка. Гидроксиламин и азотистая кислота, вы­
зывающие дезаминирование нуклеотидов, способствуют возникновению 
делеций и транзиций. Акридиновые красители вызывают интеркаляцию 
между основаниями во время репликации и способствуют возникновению 
мутаций со сдвигом рамки считывания. Наиболее эффективными из хи­
мических агентов является нитрозогуанидин (НГ), который вызывает ал­
килирование оснований в репликативной вилке и образует мутанты с 
транзициями, трансверсиями и делециями. Эффективность этого соеди­
нения очень высока. Этилметансульфонат, по сравнению с НГ, вызывает 
меньше множественных мутаций и способствует алкилированию гуанина, в 
результате чего с высокой частотой образуются транзиции и трансверсии. 

При обработке химическими факторами следует соблюдать условия, 
способствующие максимальному проявлению мутагенной активности. 
Большую роль в этом играют рН раствора, время обработки, температур­
ный режим. Так, НГ при обработке энтеробактерий, дрожжей наиболее 
эффективен при рН 6,0–6,5, у актиномицетов – при 9,0, у псевдомонад – 
при 5,5. Иногда химический агент более активен в газовой фазе, а не в 
жидкой среде. У актиномицетов и коринебактерий, обработанных парами 
диэтилсульфита, появляется в несколько раз больше морфологических 
мутаций, чем при обработке в водном растворе.

Доза воздействия физических мутагенов выражается в единицах из­
лучения, соответствующих типу лучей. Доза химических мутагенов ха­
рактеризуется концентрацией мутагена и временем экспозиции при соот­
ветствующей температуре.

При выборе дозы мутагена ориентируются на показатель выживаемо­
сти  обрабатываемой культуры, который определяется процентным от­
ношением числа колоний, выросших после посева мутагенизированной 
культуры к числу колоний, выросших после высева той же, но не обра­
ботанной мутагеном культуры клеток. Выживаемость зависит от дозы 
мутагена, от индивидуальной чувствительности штамма к летальному 
эффекту мутагена. В селекции используются дозы, обеспечивающие вы­
живаемость клеток в диапазоне от 0,1 до 50–80 %.

Значительно шире в современной селекции продуцентов применяют­
ся биологические агенты – транспозоны  и гены-мутаторы. Гены-мутаторы 
образуются в результате мутаций, возникающих в генах, ответственных 
за репликацию ДНК либо участвующих в механизмах  репарации.

Транспозоны способны встраиваться в различные участки хромосомы. 
Перемещение мобильных генетических элементов в пределах одного или 
нескольких репликонов может вызывать практически все типы хромосом­
ных перестроек. 
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Внедрение транспозона в нуклеотидную последовательность какого-
либо гена приводит к нарушению непрерывности этого гена и его инак­
тивации. В результате такого встраивания получаются мутанты с двойным 
фенотипом:

•	 инактивация гена приводит к утрате функции, которую он контро­
лирует;

•	 приобретение устойчивости к определенному антибиотику, которую 
кодирует ген транспозона. 

Кроме того, включение и последующее вырезание транспозонов может 
являться причиной генных мутаций, происходящих в геноме. Включаясь 
перед генами, транспозоны могут вызвать «полярный эффект» (т. е. по­
давление экспрессии генов, расположенных вслед за внедрившимся эле­
ментом).

На основе применения транспозонов создаются методы транспозон-
ного мутагенеза.

Чтобы осуществить транспозонный мутагенез необходимо иметь век-
тор для доставки транспозона. В качестве векторов обычно используют 
фаги или плазмиды, которые можно легко элиминировать из бактерии-
реципиента.

Фаговые векторы обычно получают на основе умеренных фагов λ, Mu 
и др. Для получения таких векторов фаги размножают на клетках штам­
мов, содержащих транспозоны в каком-либо репликоне. Получают фаго­
лизат, который используют для заражения бактерий, чувствительных к 
антибиотику. Производят отбор устойчивые к антибиотику трансдуктан­
тов, среди которых отбирают варианты, лизогенные по фагу, содержаще­
му транспозон. Такой фаг при последующей инфекции сообщает устой­
чивость к антибиотикам всем лизогенным клеткам.

Так, в экспериментах с бактериями E. coli используют вектор λb221, 
у которого делеция захватывет att-сай и гены int и xis, что препятствует 
интеграции фага в бактериальную хромосому, но позволяет включать в 
его геном транспозоны Tn5, Tn9, Tn10. Кроме того, вектор несет темпе­
ратурочувствительную мутацию, которая позволяет отбирать мутанты при 
повышенной температуре. Осуществляя инфекцию таким фаговым век­
тором, на селективных средах отбирают транспозанты, возникающие с 
частотой 10–2–10–6 в зависимости от типа транспозона.

Созданы также фаговые векторы на основе фага Р22 – для S. typhimurium – 
и фага Р1 – для Е. coli и некоторых других грамотрицательных бактерий.

В качестве плазмидных векторов для доставки транспозонов исполь­
зуют температурочувствительные мутантные плазмиды. Клетки, несущие 
в составе такой плазмиды транспозон, высевают на селективную среду и 
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культивируют при повышенной температуре. При этом плазмида элими­
нируется и устойчивость к антибиотику появляется в результате внедрения 
транспозона в хромосому. Элиминировать плазмидный вектор можно так­
же  используя реципиент, в котором есть плазмида той же группы несо­
вместимости, что и вектор. Отбор трансконъюгантов ведут по признаку, 
детерминируемому транспозоном. 

Большим достижением транспозонного мутагенеза является введение 
с использованием плазмид широкого круга хозяев транспозонов, ранее 
обнаруженных у энтеробактерий и псевдомонад, в клетки других бактерий. 
На основе плазмид, имеющих широкий круг хозяев, созданы универсаль­
ные системы для транспозонного мутагенеза этих микроорганизмов. Так, 
во ВНИИ генетики сконструирована плазмида pAS8-121, реплицирую­
щаяся только в клетках E. coli, которая осуществляет транспозицию Tn5 
и Tn7 в хромосому Rhodopseudomonas sphaeroides. Плазмида pRK2013, 
реплицирующаяся только в энтеробактериях, легко осуществляет транс­
позиции  в Acinetobacter calcoaceticus, Rhizobium japonicum  и др.

Транспозоны с использованием трансдуцирующих фагов применяют­
ся для осуществления локализованного мутагенеза in vivo. Фаголизат 
получают из клеток штамма, несущего транспозон, встроенный рядом с 
интересующим геном. Затем обрабатывают его мутагеном и используют 
для трансдукции какого-либо реципиентного штамма. Отбор трансдук­
тантов проводят на среде с соответствующим антибиотиком по приоб­
ретению устойчивости.

Важнейшей характеристикой полученных мутантов является их устой-
чивость. Некоторые мутанты способны ревертировать, причем с высокой 
частотой, что нужно учитывать при конструировании штамма-продуцента.

2.3. Методы отбора мутантов

Успех работы зависит от правильного подхода к селекции мутантов. 
Наиболее эффективным является прямой отбор интересующих мутантов, 
т. е. отбор по росту на селективных средах. Таким образом получают 
мутанты, устойчивые к фагам, антибиотикам, утилизирующие новые суб­
страты и т. д. Иногда для этого приходится конструировать специальные 
штаммы. Например, мутации, затрагивающие катаболизм нуклеозидов у 
E. coli, отбираются у тиминовых ауксотрофов как варианты со сниженной 
потребностью в тимине.

Для обнаружения мутантов применяют разнообразные индикаторы. 
Например, внесение в среду трифенилтетразолия позволяет отобрать на 
колонии бактерии не сбраживающие лактозу. Внесение этого соединения 
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в среду  позволяет идентифицировать на чашке клоны, сбраживающие 
лактозу (не окрашены) и клоны, не сбраживающие лактозу (приобретают 
красный цвет). Для идентификации используются специальные среды, 
позволяющие визуализировать гидролиз их компонентов разнообразными 
ферментами (лецитиназой, уреазой и т. д.).

В качестве индикатора могут быть использованы тест-культуры (аук­
сотрофы, которые вырастают только в том случае, если мутант продуци­
рует необходимый метаболит). Для отбора мутантов применяется также 
метод отсроченного антагонизма, а также явление синтрофизма.

Для облегчения отбора мутантов также используют метод непрямого 
отбора мутантов с помощью реплик. Различные модификации этого ме­
тода широко используются для выделения ауксотрофных мутантов и му­
тантов, чувствительных к химическим и биологическим агентам.

Отбор мутантов с повышенным уровнем продукции.
Для отбора мутантов с повышенным уровнем продукции есть два 

альтернативных пути:
1) отбор случайных мутаций после оценки уровня продукции желае­

мого вещества;
2) отбор по данному количественному признаку среди мутантов с 

определенным фенотипом.
Отбор случайных (непредсказуемых) мутаций.
Отбор случайных мутаций применяют тогда, когда не известен путь 

синтеза метаболита и его регуляция. Этот метод отбора всегда осущест-
вляется в несколько последовательных этапов, поэтому его часто называ­
ют ступенчатым отбором. Суть метода заключается в следующем:

•	 Исходная культура обрабатывается мутагеном, взятым в нескольких 
дозах.

•	 Отбирают 100 клонов, выросших после воздействия каждой от­
дельной дозы мутагена и определяют уровень продукции метаболита. 
Уровень продукции выражают в процентах по отношению к уровню про­
дукции исходной культуры и распределяют в вариационном ряду. 

•	 Полученные вариационные ряды, число которых соответствует чис­
лу примененных доз, сравнивают с контрольным рядом.

•	 Отбирают плюс-варианты и оценивают их продукционную способ­
ность в нескольких повторах.

•	 Выбирают варианты, дающие максимальную продукцию, и еще раз 
проверяют их уровень продукции после 2–3 пересевов на агаризованной 
среде. 

•	 Все данные суммируются и обрабатываются статистически.
•	 Выбирают вариант, уровень продукции которого достоверно пре­

вышает уровень продукции исходного штамма. 
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Последовательные этапы отбора, проводимого непосредственно по 
количественному признаку, позволяют «собрать» в геноме продуцента 
группу мутаций, сочетание которых и обеспечивает высокий уровень про­
дукции. Такой подход широко применяется для получения сверхпроду­
центов аминокислот и особенно антибиотиков. С большим эффектом он 
применялся в течение многих десятилетий. Классическим примером яв­
ляется создание Висконсинской серии продуцентов пенициллина, которая 
была осуществлена в США на штамме Penicillum chrysogenum с приме­
нением различных физических и химических мутагенов. Селекция штам­
мов этой серии, продолжавшаяся более 30 лет, позволила повысить уро­
вень продукции пенициллина в несколько тысяч раз по сравнению с 
уровнем исходного штамма.

Отбор среди мутантов с определенным фенотипом.
Этот метод применяют, когда известен путь биосинтеза метаболита и 

его регуляция.
Ауксотрофные мутации.
Наибольший интерес для селекции продуцентов представляют ауксо-

трофные мутации. Нарушая путь синтеза какого-либо метаболита, аук­
сотрофная мутация может повысить выход целевого продукта за счет пе­
рераспределения потока общих предшественников в разветвленных путях 
биосинтеза, уменьшения или невозможности дальнейшего превращения 
нужного продукта, а также блокирования образования ингибитора или 
корепрессора синтеза желаемого продукта. Кроме того, ауксотрофность 
не всегда вызывается блоком в пути синтеза; например, для аминокислот 
она может быть вызвана мутацией, нарушающей включение их в белки.

Для повышения выхода ауксотрофных мутантов широко используется 
метод пенициллинового обогащения. Обрабатывая популяцию клеток анти­
биотиками пенициллинового ряда, лизирующими клеточную стенку ин­
тенсивно растущих клеток, селекционер оставляет в суспензии только 
мутанты, не растущие без добавки. Эту манипуляцию проводят много­
кратно, повышая частоту мутантов в миллион раз.

В популяции спорообразующих форм (например, Bacillus, Sporosarcina, 
Clostridium) долю ауксотрофных мутантов можно повысить прогреванием 
культуры, поскольку чувствительность к повышенной температуре веге­
тативных клеток  выше, чем спор. При нагревании ауксотрофы сохраня­
ются в виде спор, а затем прорастут. 

У мицелиальных грибов для выделения ауксотрофных мутантов ис­
пользуют метод обогащения фильтрацией.  При культивировании на ми­
неральных средах прототрофные клетки делятся и образуют конгломера­
ты, которые задерживаются фильтрами, а ауксотрофы промываются в 
фильтрат.
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Отбор среди ревертантов ауксотрофных мутантов, у которых ауксо­
трофность вызвана дефектом определенного фермента в пути синтеза 
метаболита, позволяет получить мутанты с восстановленной каталитиче­
ской, но утраченной регуляторной функцией фермента. Кроме того, могут 
быть выделены мутанты с неполным восстановлением каталитической 
функции. Такие реверсии затрагивают один и тот же ген ауксотрофа и 
имеют характер внутригенных супрессорных мутаций. Если же ауксотроф­
ность вызвана нарушением включения аминокислоты в белки, то у су­
прессорных мутантов такого типа восстановление способности к прото­
трофному питанию может быть вызвано мутацией другого гена, например, 
регуляторного. Такая супрессорная мутация, нарушая регуляцию синтеза 
продукта, способствует его сверхсинтезу. Это характерно, как правило, 
для генных мутаций. При хромосомных мутациях восстановление функ­
ции происходит только в 10 % случаев. При этом может активироваться 
альтернативный метаболический путь либо изменяться специфичность 
других белков, которые восполняют функцию поврежденного. Например, 
у мутантов E. coli по гену lacZ, кодирующему синтез фермента β-галак­
тозидазы, можно получить ревертанты, утилизирующие лактозу. Однако  
продукт гена lacZ не связан с синтезом галактозидазы и приобретает спо­
собность расщеплять лактозу в результате вторичной мутации. А ауксо­
трофные по гистидину мутанты Bacillus subtilis, дефектный ген которых 
сцеплен с генами триптофанового оперона, могут при реверсии давать 
мутации в регуляторной области trp-оперона, что приводит к сверхсин­
тезу триптофана.

Мутанты, резистентные к структурным аналогам аминокислот или 
азотистых оснований.

Конструирование продуцентов in vivo существенно ускоряется, если 
использовать селективные и полуселективные методы отбора мутантов. 
Многие из таких методов основаны на использовании структурных ана­
логов естественных метаболитов. Отбор аналогорезистентных мутантов – 
один из широко применяемых и эффективных методов получения и улуч­
шения штаммов продуцентов первичных метаболитов. Структурные 
аналоги действуют на регуляторные системы биосинтеза, подобно при­
родному метаболиту, но не могут выполнить основной функциональной 
роли этого метаболита в клетке. Так, аналог аминокислоты имитирует ее 
избыток в среде и вызывает репрессию и ингибирование, но при этом не 
может заменить аминокислоту функционально, т. е. не способен вклю­
читься в белок или, включаясь, приводит к образованию дефектных бел­
ков, вызывая в обоих случаях голодание клетки по природной аминокис­
лоте и останавливая рост. 
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Например, в селекции продуцентов триптофана широко применяют 
его структурные аналоги: метилтриптофан, ацетилтриптофан, D-трипто­
фан и др. Действуя как ретроингибиторы или корепрессоры, эти аналоги 
выключают синтез самого L-триптофана. Однако они не могут заменить 
его функционально, поэтому на минимальной среде, содержащей аналог 
триптофана, выживают и растут лишь те мутанты, у которых нарушена 
негативная регуляция биосинтеза триптофана, что приводит к его сверх­
синтезу. Такие мутанты называют регуляторными. У отобранных ана­
логорезистентных мутантов очень важно установить природу того регу­
ляторного нарушения, которое привело к сверхсинтезу или повысило 
уровень продукции метаболита. Для этого у исходного штамма и мутан­
та определяют удельную активность регуляторного фермента в пути син­
теза данного метаболита и изучают действие этого метаболита и других 
ингибиторов на активность фермента in vitro. Типичными мутационными 
нарушениями, приводящими к сверхсинтезу у отбираемых по продуктив­
ности аналогорезистентных мутантов, являются:

•	 утрата чувствительности регуляторного фермента к ретроингиби­
рованию (ингибированию конечным продуктом);

•	 нарушение механизма репрессии его синтеза, что обеспечивает кон­
ститутивный синтез продукта (это связано с нарушениями в белке-репрес­
соре или О и Р);

•	 увеличение синтеза предшественников.
Имеются данные о том, что регуляторным мутациям у аналогорези­

стентных продуктивных мутантов сопутствуют и транспортные мутации, 
нарушающие поступление аналога и природного метаболита в клетку. 
Транспортные мутации без регуляторных вызывают продукцию метабо­
лита очень редко и в незначительных количествах.

Для наглядности можно рассмотреть свойства нескольких классов 
мутантов Е. coli, отбираемых по резистентности к аналогу триптофана.

Мутанты Escherichia coli, резистентные к 5-метилтриптофану
Мутантный ген Эффект мутации
Регулятор trpR   Конститутивный синтез ферментов оперона
Оператор Частично конститутивный синтез ферментов 

оперона
Структурный ген trpE Десенсибилизация антранилатсинтетазы к 

триптофану
Структурный ген пермеазы Нарушение транспорта триптофана в клетку
Структурный ген аминоацил-тРНК-
синтетазы 

Изменение аминоацил-тРНК-синтетазы
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Способностью продуцировать триптофан характеризовались мутанты 
только трех первых классов.

Для получения аналогорезистентных мутантов суспензию клеток ис­
ходной культуры после обработки мутагеном высевают газоном на чашки 
Петри с агаризованной минимальной средой, содержащей аналог в за­
ранее подобранной концентрации, ингибирующей рост исходной культу­
ры. Через несколько суток инкубации на чашках появляются колонии 
мутантов, преодолевающих действие аналога. Часть таких мутантов име­
ет мутации, нарушающие регуляцию синтеза желаемого метаболита и 
вызывающие его сверхсинтез, другая часть – мутации, нарушающие транс­
порт аналога в клетку, могут быть и другие мутации.

Зачастую проводят несколько этапов селекции, используя различные 
аналоги, а также повышая их концентрации. Так, например, выход L-ар­
гинина у продуцирующего его штамма Corynebacterium glutamicum  был 
повышен от 1,5 г/л (на начальных этапах ступенчатого отбора) до 25 г/л. 
При этом :

•	 была получена серия ауксотрофных мутаций, которые отсекли по­
бочные пути синтеза;

•	 увеличен синтез предшественников аргинина;
•	 получены регуляторные мутанты этих бактерий, устойчивые к 

структурным аналогам аргинина.
У отобранного продуктивного штамма часто определяют чувствитель­

ность к более высоким концентрациям аналога, чем ранее использованная. 
Если такая чувствительность имеется, проводят еще один, а иногда и не­
сколько этапов отбора на постепенно повышающихся концентрациях ана­
лога. Нередко используют другие аналоги того же метаболита на следую­
щих этапах отбора. 

Мутанты, резистентные к антибиотикам.
Чаще всего этот метод отбора применяют в селекции продуцентов 

антибиотиков. Различные антибиотики имеют разный механизм действия 
на микробную клетку: некоторые являются ингибиторами белкового син­
теза, другие – мембранотропными или ДНК-тропными агентами. 

Получают резистентные к антибиотикам мутанты высевом суспензии 
спор или клеток на чашки с агаризованной средой, содержащей различные 
концентрации антибиотиков. Показано, что антибиотики могут индуци­
ровать у выживших колоний появление морфологических мутантов, а 
также большую изменчивость по признаку антибиотикообразования. Эф­
фективность действия антибиотика в указанном отношении очень сильно 
зависит от особенностей штамма, подвергаемого такому действию. В ряде 
случаев значительный эффект в селекции на повышение продуктивности 
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получают с помощью собственного (выделяемого исходной культурой) 
антибиотика, в других – эффективно применение другого антибиотика. 
Селекцию с применением антибиотиков проводят в несколько этапов, 
постепенно повышая концентрацию препарата.

Мутанты с морфологическими изменениями.
Подобный вид отбора основывается на том факте, что высокопродук­

тивные штаммы, отобранные только по количественному признаку, часто 
имеют морфологические изменения по сравнению с исходной культурой. 
При таком отборе рассчитывают на корреляцию между количественным 
и морфологическим признаками, а также на плейотропный эффект мута­
ций, вызывающих резкое повышение уровня продукции, и как следствие, 
морфологическое изменение. Продуктивные штаммы часто оказываются 
малоспорулирующими или, наоборот, имеют повышенную споруляцию, 
они могут потерять пигмент или приобрести новый, могут изменить ве­
личину или форму колоний.

2.4. Способы повышения 
продуктивности мутантов

В селекции продуцентов ферментов используется метод получения 
конститутивных мутантов. Для этого применяют метаболизируемые 
аналоги субстатов, не способных вызвать индукцию синтеза. На мини­
мальной агаризованной среде с такими аналогами растут только мутанты, 
синтезирующие соответствующие ферменты конститутивно.

Что касается синтеза вторичных метаболитов (пигментов, гормонов, 
витаминов, антибиотиков и т. д.), то известно, что он подавляется легко 
усвояемыми источниками углерода, азота и энергии. В таком случае по­
лучают мутанты, не чувствительные к катаболитной репрессии. При этом 
используют неметаболизируемые аналоги глюкозы – β-метилглюкозидазы 
и 2-дезоксиглюкозы. Они вносятся в среду вместе с субстратом, вызы­
вающим катаболитную репрессию и позволяет отобрать мутанты с на­
рушенной системой транспорта глюкозы или измененной регуляцией ге­
нов, контролирующих усвоение этих субстратов. Например, мутация lac 
UV5 в промоторной области lac-оперона делает синтез ферментов этого 
оперона нечувствительной к присутствию глюкозы в среде.

Мутанты, нечувствительные к азотной репрессии, получают как фор­
мы, устойчивые к неметаболизируемым аналогам аммиака – метиламину, 
диметиламину, диэтиламину и т. д. Эти соединения также вносят в среду 
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одновременно с соединениями, усвоение которых подвержено репрессии 
аммиаком. На такой среде можно отобрать 3 типа мутантов:

•	 мутанты с нарушенной общей регуляцией Ntr-генов;
•	 мутанты с измененной регуляцией синтеза ферментов, контроли­

рующих усвоение данного источника азота;
•	 мутанты с нарушением транспорта аммиака (и его аналогов) в клетки.
Мутации, сопровождающиеся изменением в системе общей регуля

ции метаболизма вследствие нарушений процессов транскрипции и транс­
ляции, получают как варианты, устойчивые к антибиотикам, которые ин­
гибируют соответствующие процессы. Например, мутации вызывающие 
устойчивость к Rif, повреждают РНК-полимеразу. Мутации устойчивости 
к Sm –  белок малой субъединицы рибосомы. Устойчивость к этим анти­
биотикам повышает выход лизина у продуцентов Corynebacterium 
glutamicum. Мутация устойчивости к тиострептону – повреждение белка 
большой субъединицы.

Энергетическое состояние клетки также оказывает существенное 
влияние на процессы биосинтеза. Так, сверхсинтез пролина мутантами 
Brevibacterium flavum (Ile– His–) связан с увеличением у них внутрикле­
точного пула АТФ. Однако избыток неорганического фосфата в среде 
повышает пул АТФ и подавляет синтез антибиотиков у Streptococcus 
aureofaciens и Streptococcus griscus. Энергетические процессы могут быть 
изменены в желательном направлении у мутантов, устойчивых к ингиби­
торам дыхания, а также аналогам продуктов ЦТК и гликолиза.

Продуктивность промышленных штаммов микроорганизмов может 
быть повышена за счет снятия контроля с систем транспорта. Например, 
промышленные продуценты глутамата (Corynebacterium glutamicum и 
Brevibacterium flavum) зависимы по биотину. В условиях лимита по био­
тину они начинают эффективно продуцировать глутаминовую кислоту. А 
поскольку биотин участвует в  синтезе жирных кислот клеточной мем­
браны , то результатом такого лимита будет дефект мембраны. Такая клет­
ка становится проницаемой для многих молекул, в том числе и глутама­
та. Снижение внутриклеточного пула глутамата вызывает его усиленный 
синтез.

Максимальная продукция другого первичного метаболита – ИМФ (ино­
зинмонофосфата) – аденинзависимыми мутантами Brevibacterium 
ammoniagenes  наблюдается при ограниченном содержании в среде ионов 
Mn 2+. В этих условиях изменяется белковый и липидный состав мембра­
ны бактерий, и она становится проницаемой для ИМФ и других низко­
молекулярных соединений. 



Увеличение проницаемости мембраны может стимулировать продук­
цию большинства вторичных метаболитов. По-видимому, в этих случаях 
облегчается выход продукта из клетки и устраняется негативный контроль 
его биосинтеза.

Большой практический интерес представляют собой мутации устой­
чивости к антибиотикам, подавляющим синтез компонентов клеточной 
стенки и мембраны. Мутанты, устойчивые к пенициллину, бацитрацину, 
нистатину, полимиксину, кабицидину и др. могут быть получены на се­
лективных средах с ингибирующими концентрациями этих антибиотиков. 
Так, устойчивые к пенициллину мутанты C. glutamicum продуцируют на 
15–20 % больше лизина, чем исходные чувствительные штаммы. Мутан­
ты Сephalosporium acremonium, устойчивые к нистатину, трихомицину и 
кабицидину, выделяют в среду более 10 г/л цефалоспорина. Резистентные 
к кабицидину мутанты Fusarium эффективно продуцируют эргостерол и 
щелочную протеиназу. А мутант Trichoderma reesei, устойчивый к этому 
антибиотику, секретирует повышенное количество целлюлазы.

Однако неспецифическое повышение проницаемости мембран часто 
приводит к накоплению в культуральной жидкости большого числа разных 
соединений. Это уменьшает эффективность образования целевого про­
дукта и затрудняет его выделение и очистку. Кроме того, нарушение нор­
мальной структуры мембраны снижает жизнеспособность микроорганиз­
мов. Поэтому чаще пытаются получить мутанты, у которых нарушен 
активный транспорт целевого продукта в клетки. Обнаружено, что мутан­
ты Brevibacterium flavum, у которых нарушен транспорт глутамата в клет­
ки, продуцируют его на 10 % больше, чем исходный штамм.

Таким образом, с помощью различных методов, нарушающих регуля­
цию метаболизма, можно  вести отбор желаемых продуцентов.

Проанализировав вышесказанное, можем заключить, что мутагенез in 
vivo имеет свои достоинства и недостатки.

Достоинства мутагенеза in vivo:
1) позволяет получить продуценты у генетически неисследованных 

штаммов, у которых не исследован путь синтеза метаболитов;
2) дает возможность установить регуляторные механизмы исследуе­

мого биосинтеза и расшифровать их пути.
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3		М УТАГЕНЕЗ IN VITRO

Локализованный мутагенез in vitro и его использование для генетиче­
ского конструирования штаммов.

Метод сайт-специфического (олигонуклеотиднаправленного) мутаге­
неза. Введение мутаций через однонитевые разрывы – ники.

Сегмент-специфический мутагенез. Использование случайного мута­
генеза, основанного на изменения определенного нуклеотидного сайта 
всеми возможными способами.

Долгое время создание микробных продуцентов биологически актив­
ных веществ основывалось на применение методов мутагенеза in vivo. 

Однако мутагенез in vivo имеет и ряд недостатков:
•	 воздействию мутагена подвергается весь геном;
•	 возникает ряд множественных мутаций, что затрудняет их иденти­

фикацию.
Появление методологии генной инженерии позволяет внедрить в се­

лекцию промышленных штаммов методы мутагенеза in vitro, с помощью 
которых можно вносить специфические изменения в нуклеотидные по­
следовательности отдельных генов. 

В наиболее простом варианте ген, в последовательность которого не­
обходимо внести изменения, клонируют в составе вектора по удобным 
сайтам рестрикции. Затем его выделяют и подвергают обработке мутаге­
ном in vitro. Вследствие проведения реакции in vitro дозы мутагена могут 
быть достаточно высокими, что значительно повышает частоту мутаге­
неза. Такой подход использован при создании штамма-продуцента гомо­
серина. Была выделена гибридная плазмида, содержащая в своем составе 
весь треониновый оперон, а для сверхсинтеза гомосерина необходима 
работа только двух первых генов оперона, поэтому последующее пре­
вращение гомосерина в треонин должно быть блокировано. Эта цель до­
стигалась обработкой in vitro гибридной плазмиды гидроксиламином. За­
тем такой плазмидой трансформировали Thr B– штамм и отобрали 
мутанты, продуцирующие гомосерин в большом количестве.
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3.1. Метод инсерционного 
локализованного мутагенеза

Для получения стабильных неревертирующих мутаций в определенном 
гене можно применить метод инсерционного локализованного мутагенеза. 
Для этого ген клонируют на плазмиде и встраивают в него фрагмент ДНК, 
кодирующий устойчивость к антибиотику. Затем клетки трансформируют 
сконструированной гибридной плазмидой, содержащей указанный детерми­
нант, фланкированный последовательностями, гомологичными хромосом­
ному гену. В результате двойного кроссинговера происходит интеграция гена 
лекарственной устойчивости в гомологичный район хромосомы. Трансфор­
манты отбирают на селективных средах с антибиотиками.

3.2. Направленный мутагенез

Внесение специфических изменений в кодирующие последователь­
ности ДНК, приводящих к определенным изменениям в аминокислотных 
последовательностях, называется направленным мутагенезом. 

Для направленного мутагенеза клонированных генов используют раз­
ные экспериментальные подходы: 

•	 в одних случаях вносят изменения в специфические сайты клони­
рованного гена (сайт-специфический мутагенез);

•	 в других – случайным образом изменяют короткий фрагмент кло­
нированного гена (случайный мутагенез). 

Одним из наиболее простых методов внесения точковых мутаций в 
клонированный ген является сайт-специфический (олигонуклеотид-
направленный) мутагенез. 

Для его проведения необходимо знать: 
1) точную нуклеотидную последовательность той области ДНК, ко­

торую требуется изменить;
2) характер аминокислотных замен.

3.2.1. Олигонуклеотид-направленный мутагенез

Впервые в 1978 г. эту методику применил Д. Хатчинсон при поста­
новке мутагенеза на фаге ϕΧ 174. Традиционная схема сайт-специфи­
ческого мутагенеза сводится к следующему: 

•	 фрагмент ДНК, в котором необходимо получить мутацию, перево­
дят в однонитевую форму на каком-либо фаговом векторе;

•	 синтезируют олигонуклеотид размером 7–21 п. н. (синтез олигону­
клеотидов – линкеров, адаптеров, праймеров, промоторов – проводят хи­
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мическим способом, наращивая их цепочки путем присоединения опреде­
ленных звеньев к заданной последовательности). Синтезируемый 
олигонуклеотид должен быть комплементарен сайту ДНК, в который пред­
полагается ввести мутацию. При этом исследователь может получить на 
нем различные точечные мутации – делеции, вставки, транзиции и транс­
версии, которые должны находиться в центральной части нуклеотида;

•	 олигонуклеотид гибридизуют с однонитевой фаговой ДНК и ис­
пользуют для синтеза in vitro второй цепочки ДНК. Эти манипуляции 
проводят с помощью «кленовского» фрагмента ДНК (это фрагмент, кото­
рый получают при обработке ДНК-полимеразы I с помощью трипсина 
или субтилизина. Он сохраняет только активность большой субъединицы 
этого фермента, т. е. полимеразную и 3’–5’ экзонуклеазную активности;

•	 с помощью лигазы получают ковалентно замкнутое кольцо фаговой 
ДНК, нуклеазой S1 убирают незавершенные продукты синтеза;

•	 кольцевой ДНК трансформируют сферопласты E. coli. После транс­
формации и последующего акта репликации потомство анализируют на 
наличие клеток дикого типа и мутантов (их соотношение должно быть 
равным 1:1). Выход мутантов можно увеличить, если суммарную ДНК, 
выделенную из фагов, повторно использовать для синтеза in vitro c по­
мощью тех же синтетических праймеров.

Существует несколько типов олигонуклеотид-направленного мутагенеза.
Олигонуклеотид-направленный мутагенез с использованием ДНК 

фага М13.
1.	 Встраивают ген-мишень в двухцепочечную форму вектора на осно­

ве бактериофага М13.
2.	 Выделяют одноцепочечную форму вектора (плюс-цепь М13). 
3.	 Смешивают одноцепочечную форму вектора, несущего ген-мишень 

с синтетическим олигонуклеотидом, который комплементарен сегменту 
клонированного гена за исключением одного нуклеотида. Этот отличаю­
щийся нуклеотид находится примерно посередине олигонуклеотида и 
соответствует тому нуклеотиду кодона мРНК, который необходимо из­
менить. 

4.	 Затравкой для инициации синтеза ДНК служит 3’-конец спаривше­
гося олигонуклеотида, а интактная цепь ДНК М13 – матрицей. Реплика­
ция осуществляется с помощью фрагмента Кленова ДНК-полимеразы I 
и при наличии в среде четырех дезоксирибонукле-озидтрифосфатов, ДНК-
лигаза фага Т4 замыкает синтезированную цепь в кольцо. 

5.	 Двухцепочечными молекулами ДНК фага М13, содержащими не­
комплементарные нуклеотиды, трансформируют клетки Е. coli. 

6.	 Происходит лизис клеток и образование бляшек. Часть фаговых 
частиц содержит ДНК дикого типа, а часть – мутантную ДНК.
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7.	 Фаговые частицы, содержащие мутантную ДНК. Идентифициру­
ются с помощью ДНК-гибридизации.

Основным недостатком этого типа олигонуклеотид-направленного мута­
генеза является тот факт, что для получения мутантного гена необходим его 
перенос из плазмиды в фаговую ДНК, а после завершения мутагенеза – об­
ратно в плазмиду. Поэтому были разработаны другие типы олигонуклеотид-
направленного мутагенеза, основанные на применении плазмидных ДНК.

Олигонуклеотид-направленный мутагенез с использованием плаз-
мидной ДНК.

Плазмидный вектор несет:
•	 полилинкер, в который будет встраиваться ген-мишень;
•	 ген устойчивости к тетрациклину;
•	 ген устойчивости к ампициллину, в котором заменен один нуклео­

тид, благодаря чему этот ген находится в неактивном состоянии.
Олигонуклеотид-направленный мутагенез с использованием плазмид­

ной ДНК проводят следующим образом:
1.	 Ген, в который необходимо внести точковую мутацию, встраивают 

по сайтам рестрикции в полилинкер вектора и трансформируют получен­
ной рекомбинантной плазмидой  клетки Е. coli.

2.	 Для перевода плазмиды в однонитевую форму ее денатурируют 
щелочью.

3.	 Производят отжиг плазмиды с тремя различными нуклеотидами, 
каждый из которых имеет свою функцию:

•	 первый – предназначен для внесения изменений в клонированную 
ДНК-мишень;

•	 второй – для устранения мутации в гене устойчивости к ампициллину;
•	 третий – для замены одного нуклеотида в гене устойчивости к 

тетрациклину благодаря чему этот ген переходит в неактивное состояние.
4. Олигонуклеотиды служат затравками для синтеза ДНК, а интактная 

кольцевая молекула ДНК – матрицей. 
5. Одноцепочечные разрывы в новосинтезированной цепи зашивают­

ся с помощью ДНК-лигазы Т4. 
6. Полученными двухцепочечными молекулами плазмиды трансфор­

мируют клетки Е. coli. 
Трансформантов отбирают по признаку устойчивости к ампициллину 

и чувствительности к тетрациклину. Примерно 90 % из них содержат 
специфическую мутацию в клонированном гене. 

Олигонуклеотид-направленный мутагенез с использованием ПЦР-
амплификации.

Еще одним подходом к получению точковых мутаций является сайт-
специфический мутагенез с использованием ПЦР-амплификации, который 
заключается в следующем:
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•	 ген, в определенную последовательность которого нужно внести 
мутацию (ген-мишень) встраивают в плазмидный вектор;

•	 препарат помещают в две разные пробирки; 
•	 в первую из них добавляют по два специфических праймера для 

ПЦР: 1 и 2,  во вторую – праймеры 3 и 4;
•	 праймеры 2 и 4 полностью комплементарны участку клонирован­

ного гена или прилегающей к нему последовательности; 
•	 праймеры 1 и 3 комплементарны другому участку, но содержат 

один некомплементарный нуклеотид; 
•	 праймеры 2 и 4 связываются с разными цепями ДНК;
•	 праймеры 1 и 3 также комплементарны разным цепям молекулы 

ДНК и так как они содержат один некомплементарный нуклеотид, то в 
результате ПЦР будет происходить замена обоих нуклеотидов в паре;

•	 положение сайтов гибридизации праймеров 1 и 2, 3 и 4 отличает­
ся и ПЦР-продукты в разных пробирках имеют разные концы. 

1.	 Проводят ПЦР, в результате которой образуются линейные молекулы.
2.	 По окончании ПЦР содержимое пробирок объединяют. 
3.	 Проводят денатурацию, а затем ренатурацию. 
4.	 В результате образуются две исходные линейные амплифицирован­

ные молекулы и две кольцевые плазмиды, каждая  из которых несет  два 
одноцепочечных разрыва в разных локусах молекулы.

5.	 Полученными продуктами трансформируют клетки Е. coli.
6.	 В клетках Е. coli стабильно поддерживаются в виде плазмид и на­

следуются только кольцевые, а не линейные молекулы, при этом все они 
несут сайт-специфическую мутацию. 

Таким образом, с помощью описанного метода можно вносить точко­
вые мутации в клонированный ген, при этом отпадает необходимость во 
встраивании гена в ДНК фага M13 и в переносе мутантного гена из
М13-вектора в экспрессирующий вектор.

3.2.2. Случайный мутагенез 

Использование сайт-специфического мутагенеза для получения му­
тантных клонов часто бывает невозможно, так как:

•	 бывает неизвестна точная нуклеотидная последовательность той 
области ДНК, которую требуется изменить;

•	 какую аминокислотную, а следовательно, нуклеотидную замену 
нужно произвести, чтобы получить белок с нужными свойствами.

Поэтому разработаны подходы для изменения не только конкретных 
нуклеотидных пар в определенном сайте, но и изменения определенного 
нуклеотидного сайта всеми возможными способами.



Случайный мутагенез с использованием «вырожденных» олиго-
нуклеотидных праймеров.

Синтезируют «вырожденные» олигонуклеотидные праймеры, т. е. такие, 
в одном из сайтов которых находятся разные нуклеотиды. При использовании 
таких праймеров после ПЦР образуется набор мутантных штаммов с раз­
личными нуклеотидными заменами в специфическом сайте. 

Таким образом, в данном сайте происходят разные аминокислотные за­
мены, в результате которых могут случайно синтезироваться белки с полез­
ными свойствами. Если ни один из образующихся белков не обладает нуж­
ными свойствами, процедуру надо начинать сначала, т. е. синтезируют новый 
набор «вырожденных» праймеров, который комплементарен другой области 
гена. Если работа увенчалась успехом, то амплифицированные молекулы 
встраивают в соответствующий плазмидный вектор. Этот подход позволяет 
получить измененные гены со случайными мутациями.

Случайный мутагенез с использованием аналогов нуклеотидов.
1.	 Ген-мишень встраивают в плазмиду рядом с двумя тесно располо­

женными сайтами рестрикции. Эти сайты подбирают так, чтобы 3’-конец 
сайта расщепления, расположенного рядом с клонированным геном, был 
укорочен, а 3’-конец с другой стороны плазмиды выступал.

2.	 Плазмидную ДНК обрабатывают указанными рестриктазами.
3.	 В реакционную смесь добавляют экзонуклеазу III Е. coli. Этот фер­

мент способен расщеплять молекулу ДНК только с укороченных 3'-концов. 
Экзонуклеаза III отщепляет от укороченного 3’-конца цепи по одному 
нуклеотиду.

4.	 Через определенное время реакцию останавливают.
5.	 Заполняют пробел с помощью фрагмента Кленова ДНК-полимеразы I. 

В реакционную смесь добавляют все четыре дезоксинуклеозидтрифосфа­
та (dNTP) и в небольшом количестве – аналог одного из них. В резуль­
тате получают плазмиды, содержащие ген-мишень, в одном или несколь­
ких сайтах которого находится аналог соответствующего нуклеотида. 

6.	 Обрабатывают продукт нуклеазой S1 для образования тупых кон­
цов, лигируют с помощью ДНК-лигазы Т4.

7.	 Плазмидами трансформируют клетки Е. coli, которые там репли­
цируются, и в комплементарную цепь включаются нуклеотиды, отличные 
от исходных, в том сайте, где находится аналог нуклеотида. 

Недостаток подходов, разработанных для случайного мутагенеза, состо­
ят в том, что в клонированном гене образуется большое число случайных 
мутаций, необходимым этапом работы является тестирования каждого клона 
для идентификации того, который детерминировал бы синтез нужного белка. 
Рассмотрим некоторые способы получения таких мутантов.
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4 	М ЕТОД ГИБРИДИЗАЦИИ И ЕГО
ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ДЛЯ СОЗДАНИЯ 
ПРОДУЦЕНТОВ НА ОСНОВЕ БАКТЕРИЙ, 
ГРИБОВ И ДРОЖЖЕЙ

Гибридизация или генетическая рекомбинация – это перераспределе­
ние генов, позволяющее объединить в одном гибридном геноме признаки 
двух и более организмов. К рекомбинации приводят различные способы 
обмена наследственной информацией:

•	 половой и парасексуальный процессы у эукариотических микро­
организмов (дрожжей и грибов);

•	 конъюгация, трансформация и трансдукция у прокариот;
•	 слияние протопластов.
Основным достоинством метода является возможность совмещения 

в одном геноме различных мутаций из разных родительских штаммов, 
не прибегая к дополнительной мутагенной обработке и поиску нужной 
мутации у исходного штамма. В селекции продуцентов биологически 
активных веществ генетические рекомбинанты не нашли  широкого 
применения, хотя попытки получить гибридные штаммы у продуцентов 
антибиотиков (актиномицетов и грибов) неоднократно предпринима­
лись еще с 1950-х гг. Развитие этого метода ограничено тем обстоя­
тельством, что у большинства продуцентов системы генетического 
обмена не выявлены. Однако те продуценты, которые имеют системы 
генетического обмена, могут быть включены в число промышленных 
штаммов. Так, на основе бактерий Serratia marcescens были созданы 
продуценты гистидина, аргинина, треонина и изолейцина с использо­
ванием на последних этапах селекции метода трансдукции умеренным 
бактериофагом. Донорами и реципиентами в скрещиваниях явились 
мутанты, несущие от одной до четырех регуляторных мутаций и про­
дуцирующие всего по несколько г/л этих аминокислот. Трансдуктанты 
же оказались способными продуцировать от 20 до 40 г/л.

В последнее десятилетие появилась возможность получения генети­
ческих рекомбинантов на основе слияния протопластов, доступная для 
большинства штаммов. Существенно, что метод слияния протопластов 
позволяет получить рекомбинанты между микроорганизмами разных ви­
дов и даже родов.
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Рассматривая способы генетического конструирования in vivo, мы бу­
дем обращаться к способам обмена генетической информацией у микро­
организмов. Детальное рассмотрение механизмов конъюгации, трансфор­
мации и трансдукции не входит в поле зрения нашего курса – эти 
вопросы подробно освещались в рамках других предметов. Поэтому мы 
будем рассматривать специфику каждого явления с точки зрения приме­
нения его к получению сверхпродуцентов.

4.1. Гибридизация грибов 
и дрожжей

Образование гибридов у дрожжей и грибов происходит в результате 
слияния клеток. Если сливаются гаплоидные клетки, то результатом сли­
яния является диплоидная клетка (зигота). У некоторых грибов (например, 
Neurospora crassa) зигота тут же может подвергаться мейозу , в ходе ко­
торого на стадии тетрад происходит кроссинговер. Результатом этого яв­
ляется образование гаплоидных аскоспор, каждая из которых будет со­
держать гаплоидный набор хромосом.

У аспергилл, дрожжей Saccharomyces зигота делится митотически и 
образуются диплоидные вегетативные клетки, а мейоз  и образование 
гаплоидных спор протекают в специальных условиях. 

У мицелиальных грибов (например, Penicillium) после слияния клеток 
не происходит слияния ядер и образуются формы со смешанной цито­
плазмой и 2 ядрами –  гетерокарионы. 

У несовершенных грибов распространен так называемый парасексу­
альный процесс, при котором образуются гетерокарионы, а затем дипло­
идные зиготы, которые являются рекомбинантными формами.

Что касается дрожжей, то гибридизация промышленных штаммов 
дрожжей осложняется тем, что они во многих случаях полиплоидны, и у 
них редко наблюдается слияние клеток.

4.2. Бактериальные плазмиды. 
Конъюгация у бактерий

Плазмиды являются стабильно наследуемыми репликонами во вне­
хромосомном состоянии и способны передаваться от одной бактериальной 
клетки к другой в результате конъюгации, обеспечивая генетический об­
мен между клетками. В настоящее время плазмиды обнаружены и у низ­
ших эукариот. Создавая систему обмена, исследователь выбирает соот­
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ветствующую его целям плазмиду, учитывая ее характеристики: размер, 
количество копий, организацию, свойства. Поэтому плазмиды являются 
одним из широко используемых инструментов генной инженерии in vivo.

Размер. Молекулярная масса известных плазмид варьирует от 1,5 до 
300 МД. Известно, что 1 МД эквивалентен 1500 парам оснований, что 
достаточно для кодирования 1–2 белков среднего размера.

Количество копий. В клетке может содержаться от 10 до 200 копий 
мелких плазмид, в то время как число крупных не превышает 1–4 .

Организация. Молекулы ДНК плазмид  могут существовать в сверх­
скрученном виде  с ковалентно замкнутыми цепями. Благодаря такой 
структуре они не подвергаются действию нуклеаз. Существуют также 
линейные плазмиды, на которые нуклеазы также не действуют, посколь­
ку нити на концах ДНК защищены белками либо соединены ковалентно.

Клетки, в которые включаются плазмиды, приобретают новые при­
знаки. Эти признаки легли в основу названий:

F-плазмиды – придают клеткам донорные свойства (несут фактор фер­
тильности).

Сol-плазмиды – обусловливают синтез колицинов.
R-плазмиды – придают клеткам антибиотикорезистентность.
Общие биологические свойства плазмид:
•	 способность к автономной репликации;
•	 конъюгативность;
•	 интегрируемость;
•	 совместимость;
•	 поверхностное исключение;
•	 маркируемость (придание определенных фенотипических призна­

ков и качеств).
Способность к автономной репликации у плазмид обусловлена на­

личием сайта начала репликации ori и набором генов, обслуживающих 
ее. Все бактериальные плазмиды несут ori-сайт, но гены, кодирующие 
белки репликативного аппарата, представлены не у всех полно. В этом 
случае в акте репликации принимают участие хромосомные ферменты. 
Плазмидный репликон представлен: 

•	 ori V – участок инициации транскрипции. Имеет специфическую 
последовательность нуклеотидов. Некоторые плазмиды могут содержать 
по 2–3 таких участка;

•	 rep – структурный ген, контролирующий репликацию (incB, incC, rep);
•	 incB, incC – явление несовместимости;
•	 cop – ген, негативно контролирующий количество плазмидных ко­

пий;
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•	 par – набор генов (sopA, sopB, incD), обеспечивающий равномерное 
распределение плазмидных копий межу дочерними клетками. Ген incD 
обеспечивает контакт с цитоплазматической мембраной.

По степени контроля за репликацией различают плазмиды со строгим 
контролем и плазмиды с ослабленным контролем. Строгость контроля 
репликации плазмид заключается в синхронности их дупликации с бак­
териальной хромосомой. Плазмиды со строгим контролем репликации 
заканчивают репликацию вместе с бактериальной хромосомой, а с осла­
бленным контролем – продолжают реплицироваться. Плазмид со строгим 
контролем репликации в клетке не более 3 копий. Их размер составляет 
от 20  до 200 т. п. н. Плазмиды с ослабленным контролем репликации 
вместо ДНК-полимеразы III  используют ДНК-полимеразу I. Таких плаз­
мид  в клетке 40–50 копий. В связи с этим такие плазмиды называют 
мультикопийными. Их размер не превышает 30 т. п. н.

Конъюгативность плазмид – способность переноситься из клетки 
в клетку при конъюгации. В зависимости от присутствия этой функции 
различают конъюгативные и неконъюгативные плазмиды. Конъюгатив­
ные плазмиды содержат систему переноса – F-фактор. Система пере­
носа контролируется более чем 20 генами и занимает до 1/3 плазмид­
ной ДНК. Функционирование этих генов обеспечивает 2 основных 
этапа конъюгации:

•	 образование скрещивающихся пар;
•	 перенос и репликацию ДНК.
Образование скрещивающихся пар детерминируется образованием 

половых ворсинок – F-пилей, которые формируются только на донорских 
клетках. Образование F-пилей контролируется генами от traA до traG 
tra-оперона. От донора к реципиенту переносится только одна нить плаз­
мидной ДНК. Началом переноса является сайт oriT, где с помощью про­
дуктов генов traY и traZ образуется однонитчатый разрыв. Затем с уча­
стием гена traD происходит разделение нитей ДНК и образование 
кольцевых структур плазмидных ДНК. Экспрессия tra-генов регулирует­
ся на генетическом уровне. Транскрипция tra-оперона инициируется про­
дуктом гена traJ. Его экспрессия репрессируется совместным действием 
продуктов генов finO и finP. F-плазмиды не синтезируют продукт гена 
finO, поэтому система конъюгационного переноса у них дерепрессирова­
на. Гены traS и traT отвечают за явление поверхностного исключения.

R-плазмиды и Col-плазмиды не содержат детерминант переноса и не 
способны самостоятельно передаваться от клеток к клеткам. Однако такие 
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плазмиды могут быть перенесены в реципиентные клетки с помощью 
других  плазмид. Такой процесс называется мобилизацией. При этом не­
конъюгативная плазмида является мобилизуемой, а конъюгативная – мо­
билизирующей. Известны 2 основных механизма мобилизации неконъю­
гативных плазмид:

•	 перенос неконъюгативной плазмиды за счет продуктов tra-генов 
конъюгативной. В процессе участвует oriT-сайт неконъюгативной плаз­
миды и ее гены mob;

•	 перенос неконъюгативной плазмиды в составе коинтегратов с конъ­
югативными плазмидами. Образование коинтегратов происходит при 
объединении двух и более репликонов за счет реципрокной рекомбинации 
по участкам гомологии между репликонами. Такие участки могут созда­
ваться IS- и Tn-элементами.

При этом плазмиды со строгим контролем репликации подчиняются 
репликативному аппарату бактериальной хромосомы и могут существовать 
в ее составе неопределенно долго. Такие плазмиды с двойным образом 
жизни получили название эписом.

Интегрируемость в бактериальный геном. Процесс протекает через 
области гомологии. Конъюгативные  плазмиды способны  к мобилизации 
хромосомных генов, что широко используется для получения рекомби­
нантов у бактерий. Рекомбинантная ДНК образуется в результате спари­
вания с гомологичными областями хромосомы реципиента (которые соз­
даются Is2, IS3 и Tn1000 последовательностями).

Несовместимость. Некоторые плазмиды не способны стабильно су­
ществовать в одной и той же клетке. Такие плазмиды названы несовме­
стимыми. Это обусловлено: а) блокированием репликации; б) распреде­
лением дочерних молекул ДНК по клеткам. Несовместимость плазмид 
вызвана блокированием репликации (репрессия rep-белка) и блокирова­
ние распределения дочерних молекул ДНК (репрессия Par-белка). По­
следняя характерна для низкокопийных плазмид. Тест на совместимость 
позволяет разделять плазмиды на группы несовместимости – Inc-группы 
(от incompatibility  – несовместимость). Плазмиды, входяшие в одну груп­
пу, исключают друг друга.

Поверхностное исключение. Конъюгативным плазмидам свойствен­
но явление поверхностного исключения. Оно возникает в случае проник­
новения в клетку, уже содержащую плазмиду, еще одной плазмиды, и 
связано с трудностями преодоления плазмидной ДНК барьера в виде кле­
точной стенки. Перенос плазмид в этом случае падает в 10–100 раз.
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Маркируемость. Плазмиды могут маркировать клетку, придавая ей 
различные свойства:

•	 устойчивость к антибиотикам (всего более 20);
•	 устойчивость к катионам (висмута, кадмия, кобальта, ртути, свин­

ца, сурьмы);
•	 анионам (арсениту, арсенату);
•	 мутагенам (акридиновым красителям, УФ-свету);
•	 бактериоцинам;
•	 способность к биодеградации (толуола, ксилола, нафтола);
•	 синтез антибиотиков, бактериоцинов, пигментов;
•	 идукция опухолей у растений.
Понимание общих механизмов конъюгации, применение транспозо­

нов, генно-инженерных подходов позволяет создавать на основе плазмид 
систем конъюгации для промышленно важных видов бактерий. Так, плаз­
миды Inc P1-группы несовместимости (RP4, R68.45) широкого круга хо­
зяев способны передаваться в десятки видов грамотрицательных бактерий. 
Они используются для мобилизации хромосомных генов у Pseudomonas, 
Erwinia, Acinetobacter, Azospirillum, Agrobacterium, Methylomonas, 
Rhizobium и др. Плазмида pAMβ1, выделенная из Streptococcus faecalis, 
переносится в клетки Lactobacillus casei, B. subtitlis, St. aureus и др. Конъ­
югативная плазмида pJP501, обнаруженная у Streptococcus agalacticae, 
способна поддерживаться как у грамположительных, так и у грамотри­
цательных бактерий. 

Используя общие свойства плазмид, можно разработать системы конъ­
югационного переноса на основе плазмид с широким кругом хозяев. При 
этом нужно учитывать сложности, которые могут возникнуть при конъю­
гации:

•	 клетки некоторых штаммов, особенно неродственных, могут не 
вступать в контакт;

•	 донорная ДНК, попав в клетку-реципиент, может подвергнуться 
действию ферментов рестрикции;

•	 чужеродная плазмида должна быть совместима с плазмидой клетки-
хозяина.

Плазмиды, интегрированные в хромосому, могут исключаться из нее и 
снова переходить в интегрированное состояние. Иногда этот процесс со­
провождается захватом соседних хромосомных генов, которые становятся 
частью плазмидного репликона. При этом образуются F- или R-факторы.

Наглядным примером конструирования штамма с помощью перено­
са конъюгативных плазмид служит штамм Pseudomonas putida, утилизи­
рующий нефть. В результате серии скрещиваний был получен штамм, 
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несущий плазмиды XYL и NAH и гибридную плазмиду, содержащую 
коинтеграт плазмид OCT и CAM. Такой мультиплазмидный штамм усваи­
вает неочищенную нефть в сотни раз эффективнее, чем несущие единич­
ные плазмиды.

Еще одним примером использования конъюгативных плазмид в кон­
струировании штаммов-продуцентов является создание гибридной плаз­
миды pYn7, которая на фрагменте хромосомы из штамма E. coli MG442, 
несла все фрагменты треонинового оперона.

4.3. Трансдукцирующие фаги

Трансдукция – это перенос бактериальных генов от клетки-донора  к 
клетке-реципиенту с помощью фагов. Явление было открыто на умерен­
ном бактериофаге λ и в настоящее время ДНК фага λ является наиболее 
широко используемым в генетике вектором.

Умеренные фаги могут развиваться в клетке по двум путям: литиче­
скому и лизогенному. Выбор пути развития фага решается к концу ран­
него периода. Лизогенное состояние в клетке обусловлено транскрипци­
ей с промоторов pZ, pI и pE, а литическое – транскрипцией с промоторов 
pR и pR. Лизогенное состояние фага λ обусловливается подавлением  
транскрипции ранних оперонов продуктом гена сI и интеграцией фаговой 
ДНК в бактериальную хромосому (процесс регулируется продуктами ге­
нов cII и cIII). Литический путь развития фага λ определяется транскрип­
цией гена cro, который выключает транскрипцию гена cI. В итоге судьба 
фага определяется соотношением концентраций продуктов cII/cIII и cro. 
Это соотношение зависит от физиологического состояния клетки в момент 
инфекции.

Умеренные фаги вообще и фаг λ в частности интересны с точки зре­
ния конструирования штаммов-продуцентов по двум причинам:

1) способностью к интеграции в бактериальную хромосому;
2) способностью к трансдукции.
При выпадении больших участков ДНК фаговый геном может пре­

вращаться в автономную плазмиду (например, λdv).
Интеграция фага λ в бактериальную хромосому и образование 

трансдуцирующего фага. Образование трансдуцирующего фага проис­
ходит по механизму сайт-специфической рекомбинации.  Интеграция фага 
λ в бактериальную ДНК происходит через специфические att-сайты с 
помощью фагового белка Int (который, будучи топоизомеразой, разрезает 
нити ДНК) и бактериального белка HimA. Сайты устроены сходным об­



37

разом, их основу составляют одинаковые последовательности – О, флан­
кированные участками определенного строения (у бактерий ВВ, а у фа­
гов – РР, поэтому att-сайты имеют строение ВОВ и РОР соответственно). 
Специфический сайт на λДНК attРОР расположен между генами int и xis. 
Его сайт прикрепления на хромосоме  attВОВ расположен между генами 
двух оперонов gal и bio. В результате работы фагового белка Int образу­
ются ступенчатые разрывы, имеющие комплементарные участки из 7 ну­
клеотидов. Происходит рекомбинация на этих участках и в результате 
встраивания фага образуются рекомбинантные сайты РОВ и ВОР.

Интеграция фага в бактериальную хромосому осуществляется за счет 
фагового белка Int и бактериального HimA в О-участках att-сайтов фага 
и бактерии. Белок Int (топоизомераза) делает разрезание в O-участках 
att-сайтов, что приводит к ступенчатым двухнитевым разрезам. При этом 
фаговая ДНК встраивается в хромосому, а на концах профага остаются 
рекомбинантные att-сайты РОВ´(справа) и ВОР´ (слева).

В случае индукции снимается репрессия с гена xis, и профаг с по­
мощью белков Int и Xis вырезается из хромосомы. Профаг стабилен в 
отсутствии белка Xis; транскрипция xis блокируется репрессором фага λ. 
Зачастую  вырезание профага происходит неточно (с частотой 10–6) с за­
хватом генов, расположенных слева и справа от него. В результате об­
разуется трансдуцирующий фаг.

Для образования трансдуцирующих фагов, несущих определенные 
бактериальные гены, необходимо, чтобы:

•	 интересующие гены были расположены близко к месту посадки 
профага (att-сайт может быть удален не более чем на 10–20 т. п. н.; чем 
ближе расположен ген, тем вероятнее его перенос трансдуцирующим фа­
гом). Разработаны специальные методы сближения att-сайтов с выделяе­
мыми генами; 

•	 в геноме фага был сохраненен cos-сайт (который необходим для 
упаковки λДНК в головку фага).

Молекулы ДНК, длина которых превышает длину λДНК более чем на 
5–6 %, не упаковываются, поэтому при включении части бактериальных 
генов в фаговый геном, часть фаговой ДНК теряется и образующиеся 
трансдуцирующие фаги дефектны. Интересно, что почти все несуществен­
ные для фага гены сгруппированы вместе и  расположены на концах про­
фагов. Замена этих генов на бактериальные не вызывает  изменений жиз­
неспособности.

Учитывая это, разработаны методы сближения att-сайтов выделяе­
мыми генами.
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Метод делеций основан на удалении части ДНК между att-сайта и 
искомым геном. Например, оперон tolAB находится на расстоянии 25 т. п. н. 
от сайта attB, поэтому не может включиться в трансдуцирующий фаг. 
После удаления генов  nodA-aroG-gal-chlD (около 150 т. п. н.) образуется 
фаг λtolAB.

Метод переноса генов в разные участки бактериальной хромосомы 
с помощью плазмид был разработан Кузеном и Жакобом на основе термо­
чувствительной плазмиды F ts lac. Плазмида интегрируется по обе сто­
роны от фага, а термочувствительность ее репликации является селектив­
ным маркером для отбора клеток с интегрированными плазмидами.

Метод слияния плазмид основан на сближении бактериального att-
сайта с выделяемым геном путем рекомбинации плазмид. Отбор реком­
бинантных молекул базируется на свойстве несовместимости родственных 
плазмид. Например, осуществляется конъюгация клеток E. coli K-12 recA- 
metB- argG-/ F, metB+ argE+ recA- trp-/ F- trp+ attφ80 на селективной 
среде без met, arg, trp развиваются только клетки с рекомбинантной плаз­
мидой F, metB+ argE+ trp+ attφ80. 

Метод необычных посадок профага. Фаг может быть интегрирован 
в другие участки – вторичные att-сайты. Это особенно эффективно до­
стигается при делетировании основного attB-сайта. Вторичные att-сайты 
также представлены строго определенными нуклеотидными последова­
тельностями, насыщенными Т. Для эффективной интеграции профага 
λ  нужна полная гомология участков О фагового и бактериального att-
сайтов. Необычная интеграция профага внутри гена приводит к инакти­
вации последнего. Но в этом случае можно выделить фаг, несущий непо­
врежденный ген. Например, из штамма, в котором профаг λ интегрирован 
в ген trpC, выделены фаги λtrpABC и λtrpCDE. Их рекомбинация между 
собой по att-сайтам дала возможность восстановить trp-оперон и получить 
фаг λptrpABCDE. 

Интеграция профага через области гомологии с помощью recA-
зависимой рекомбинации. Для создания областей гомологии используют 
плазмиды, фагМ и танспозоны. Например, если необходимо провести на­
правленную интеграцию профага, то рядом с интересующим бактериаль­
ным геном внедряют гомологичный элемент. Так, например, была осу­
ществлена посадка профага λ: :IS2 рядом с опероном gal. 

При внедрении в трансдуцирующие фаги транспозонов первые при­
обретают способность переносить бактериальные гены с помощью меха­
низма транспозиции.

С помощью трансдукции создаются промышленные продуценты. Так, 
с помощью трансдукций был сконструирован штамм E. coli VL334, име­
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ющий генотип thrC1010ilvA442 relA+, и несущий гибридную плазмиду. 
Штамм продуцирует до 20 г/л треонина. Путем трансдукции фагом РS20 
был получен штамм Serratia marcescens – эффективный продуцент изо­
лейцина, накапливающий до 25 г/л этой аминокислоты.

4.4. Трансформация

Трансформацией называют  перенос экзогенной ДНК в клетку реци­
пиента, в результате которого происходят наследственные изменения этой 
клетки. Этот перенос касается как целых молекул ДНК, так и их фраг­
ментов. Способностью к переносу обладает ДНК различной природы: 
хромосомальная, плазмидная, фаговая. При трансфекции наблюдается 
перенос всего генома вируса или фага, в результате чего в клетке-реципиенте 
развивается жизнеспособный вирус. При передаче плазмид также проис­
ходит перенесение целого репликона.

Частоту трансформации определяют как отношение количества транс­
формированных клеток к общему количеству жизнеспособных клеток 
реципиента. Обычно эта величина составляет 10–4–10–6. В случае транс­
формации плазмидными ДНК эффективность трансформации выражают 
количеством трансформантов на 1 мкг трансформирующей ДНК (среднее 
значение – 10–5 трансформантов на 1 мкг ДНК).  В случае трансфекции 
фаговыми ДНК эффективность трансформации определяют как количество 
инфекционных центров фага, возникших в расчете на один фаговый эк­
вивалент ДНК.

4.4.1.  Трансформация бактерий

Условия трансформации. В первых же опытах по трансформации 
было отмечено, что процесс трансформации происходит тогда, когда бак­
терии находятся в определенном физиологическом состоянии. Компетент-
ность – это физиологическое состояние клетки, в котором они способны 
эффективно связывать экзогенную ДНК. Эта величина не является по­
стоянной характеристикой культуры. Время наступления  компетентного  
состояния клетки  и продолжительность этого состояния различаются для 
разных видов бактерий и зависят от условий выращивания. Многие виды 
бактерий вообще не имеют естественной компетентности и осуществить 
у них трансформацию можно только после соответствующей обработки.

Эффективность трансформации повышается:
1) при низких температурах;
2) наличии ионов двухвалентных металлов;
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3) если подвергать смесь клеток и ДНК тепловому шоку;
4) вводить в эту смесь моновалентные ионы;
5) при добавлении хлорида кобальта (III);
6) обработке клеток растворителями и сульфгидрильными реагентами;
7) при выращивании клеток в среде с повышенным содержанием Mg 

(10–20 mM).
Факторы компетентности выделены и очищены у Pneumococcus  и 

Haemophilus influenzae. Это белки с молекулярной массой 5–10 МД, ко­
торые не взаимодействуют с ДНК in vitro, а связываются с цитоплазма­
тической мембраной, изменяя ее проницаемость для экзогенной ДНК.

Развитие компетентного состояния регулируется рядом белков, которые 
участвуют в адсорбции и поглощении ДНК. 

Таким образом, естественная компетентность бактерий обусловлена 
существованием механизмов, которые обеспечивают связывание, сохра­
нение и транспорт трансформирующей  ДНК через мембраны.

Молекулярные механизмы трансформации описаны довольно де­
тально и наиболее хорошо изучены у B. subtilis. При добавлении транс­
формирующей ДНК к реципиентной культуре она быстро связывается с 
поверхностью клетки, прикрепляясь к определенным рецепторам одним 
концом. Процесс вхождения в клетку также осуществляется с одного 
конца, т. е. он является полярным. После связывания с клеточной по­
верхностью происходит фрагментирование двухнитевых молекул до фраг­
ментов с молекулярной массой около 20 МД. Однако эти фрагменты 
чувствительны к внеклеточной ДНКазе и могут быть удалены с поверх­
ности компетентных клеток мягкой обработкой. В процессе проникно­
вения донорной ДНК в клетку реципиента одна из ее нитей разрушается, 
а в клетку поступает лишь однонитевая ДНК весом 3–6 МД. В среде 
остается кислоторастворимый материал в виде мононуклеотидов, причем 
количество однонитевой ДНК соответствует количеству образовавшихся 
мононуклеотидов. На этой стадии однонитевые фрагменты уже устой­
чивы к действию ДНКазы.  Далее донорные фрагменты вступают в ком­
плекс с ДНК реципиента по области гомологии, включаясь в нее. При 
этом соответствующий участок нити ДНК реципиента выбрасывается из 
хромосомы. Происходит формирование гетеродуплекса, в котором одна 
нить принадлежит реципиенту, а другая – донору. Таким образом, транс­
формация хромосомальной ДНК осуществляется с протеканием реком­
бинации.

Долгое время не удавалось осуществить трансформацию E. coli. Ин­
дуцировать компетентное состояние клетки можно разными способами. 
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Наиболее распространена обработка раствором СаCl2 и другими щелочно-
земельными металлами на холоду. В присутствии ионов Са2+ двухнитевая 
РНК стимулирует трансформацию и трансфекцию. Повысить эффектив­
ность трансформации можно инкубированием клеток в трис-НСl буфере 
(рН 8,3–8,9) с добавлением 20 % сахарозы либо при внесении ПЭГ. Глу­
бокое замораживание клеток с последующим их оттаиванием также обес­
печивает повышение эффективности (метод криотрансформации или 
криотрансфекции).

4.4.2. Трансформация фаговыми ДНК

При трансфекции задействованы те же механизмы, что и при транс­
формации. Различие состоит в том, что не происходит акта рекомбинации 
с хромосомой реципиентной клетки. В определенной степени трансфекция 
сходна с инфекцией фаговой ДНК. Однако при инфекции вирус адсорби­
руется в определенном месте клеточной поверхности и вводит свою ДНК 
совершенно иным способом. Эффективность трансфекции зависит:

•	 от генотипа бактерий (отмечено снижение инфекционности линей­
ной  λ ДНК под действием нуклеазы recBC);

•	 структуры трансфицирующей ДНК (показано, что такой активно­
стью обладают как кольцевые, так и линейные молекулы. Однако коль­
цевая структура трансфицирующей ДНК или способность ДНК замыкать­
ся в кольцо быстро после проникновения в клетку являются условием 
высокой инфицирующей способности  ДНК, так как такие ДНК меньше 
других подвержены действию нуклеаз).

4.4.3. Трансформация бактерий 
плазмидными ДНК

Трансформация бактерий плазмидными ДНК была впервые продемон­
стрирована Коэном после того, как было показано, что совместная инку­
бация E. coli и бактериофага λ при 0 оС в присутствии хлорида кальция 
приводит к инфекции. Трансформация плазмидными и фаговыми ДНК не 
сопровождается образованием рекомбинантов с хромосомой и заверша­
ется слиянием репликонов. Перенос разных плазмид среди штаммов 
Enterobacteriaceae при конъюгации и трансдукции известен давно. А вот 
трансформация в другие клетки при помощи плазмидной ДНК показана 
сравнительно недавно и стала широко использоваться в генной инженерии.
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Существенное значение для эффективной трансформации имеет струк­
тура плазмидной ДНК. Наиболее эффективно протекает она у ковалент­
нозамкнутых суперскрученных плазмид. Открытые кольца плазмидных 
ДНК обладают в 2 раза меньшей трансформирующей активностью. Ли­
нейные молекулы плазмид, полученные путем обработки рестриктазами, 
сохраняют от 0,1 до10 % активности.

4.4.4. Трансформация дрожжей

Первые работы по трансформации дрожжей были проведены в 1978 г.  
и ознаменовали эру генной инженерии дрожжей. Работа проводилась с 
использованием в качестве реципиентов протопластов дрожжей (leu-), а 
в качестве донорной ДНК не суммарной ДНК дрожжей, а рекомбинантной 
ДНК плазмиды ColE1. Было показано, что при трансформации происходит 
с частотой 10–7. В настоящее время используется серия векторов YIp, не­
сущих гены дрожжей и содержащих репликон бактериальной плазмиды. 

4.5. Способы получения протопластов 
и сферопластов у микроорганизмов. 
Слияние протопластов как метод 
получения межвидовых и межродовых 
генетических рекомбинантов

Протопласты – это клетки с полностью удаленными клеточными стен­
ками. Когда структура несет определенные остатки клеточной стенки, ее 
называют сферопластом. 

В последнее время  метод слияния протопластов стал одним из рас­
пространенных способов получения сверхпродуцентов среди бактерий, 
актиномицетов, дрожжей и грибов. Этот метод позволяет получить гене­
тические рекомбинанты у тех видов и штаммов, у которых не обнаруже­
ны собственные системы обмена генетической информацией и которые 
не способны скрещиваться между собой.

Сферопласты и протопласты получают несколькими способами:
а) подавлением синтеза клеточной стенки;
б) путем лизиса уже синтезированной клеточной стенки.
Следует отметить, что необходимым условием обоих способов по­

лучения протопластов является постановка эксперимента в условиях жид­



43

кой среды и осмотической защиты. При устранении этих условий полу­
ченные протопласты либо ревертируют к исходному типу и восстанавли­
вают функции, присущие бактериальной клетке, либо лизируют. Поэтому 
все манипуляции по получению протопластов проводят в присутствии 
осмотических стабилизаторов (KCl, NaCl, NH4Cl, NaNO3, сукцинат, сор­
битол, сахароза и др.) в концентрациях, имитирующих внутриклеточное 
давление (0,2–0,5 М). Кроме того, образование и сохранение протопластов 
зависит от температуры и рН среды, концентрации  нарушающего агента, 
времени обработки и возраста обрабатываемой культуры.

4.5.1. Подавление синтеза

Подавление синтеза клеточной стенки осуществляют с применением  
структурных аналогов клеточной стенки и веществ, нарушающих нор­
мальный синтез ее компонентов – антибиотиков (пенициллин, циклосерин  
или фосфомицин) и некоторых аминокислот  (глицин, D-треонин, метио­
нин). Этот метод основан на способности данных соединений нарушать 
синтез пептидогликана. Однако применение этого метода целесообразно 
лишь для активно растущих клеток с активным синтезом цитоплазмати­
ческих компонентов. Показано также, что для грамположительных бак­
терий этот метод не пригоден, так как мукополимерный слой в их кле­
точной стенке не защищен дополнительными слоями, как у грамотрица­
тельных бактерий. При культивировании с антибиотиками такие клетки 
претерпевают лизис. Вместе с тем имеются данные о получении прото­
пластов глутаматпродуцирующих бактерий Corynebacterium glutamicum и 
Br. flavum  путем совмещения обработки малыми концентрациями пени­
циллина (0,1–0,5 ед/мл) с длительной обработкой лизоцимом (в течение 
20 ч). В этом случае протопласты были получены у 99 % популяции. 

Получению протопластов с помощью аминокислот всегда предше­
ствует длительное инкубирование бактериальных клеток в среде с высо­
ким содержанием соответствующей аминокислоты (до 5 % и выше). Как 
правило, после этого суспензию обрабатывают агентами, лизирующими 
клеточную стенку. Предполагается, что аминокислота лишь частично на­
рушает структуру клеточной стенки и тем самым делает ее более чув­
ствительной для литических агентов. Иногда для более успешного об­
разования протопластов инкубации с аминокислотой предшествует 
обработка твином-80, после чего в среду вносят аминокислоту и продол­
жают инкубацию.
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4.5.2. Метод ферментативного лизиса
клеточной стенки

С этой целью у бактерий используют преимущественно ферменты 
животного происхождения (лизоцим, пищеварительный сок виноградной 
улитки и др.), а также фаговый лизин, лизостафин (для стафилококков), 
мутанолизин (для молочнокислых бактерий). Трудности получения лити­
ческих ферментов животного происхождения  и невысокая эффективность 
других литических агентов обусловили поиск энзимов микробного про­
исхождения. В настоящее время широко используются ферменты актино­
мицетов (Actinomyces и Micromonospora). Это сложный комплекс фермен­
тов, представленный глюканазами, протеазами, липазами, хитиназами 
и др. Особенно ценны эти ферменты тем, что обладают высокой глюка­
назной активностью, особенно в отношении клеточных стенок дрожжей 
и мицелиальных грибов. Многокомпонентность таких ферментных систем 
обеспечивает быстрый и практически полный лизис сложных по строению 
клеточных стенок. Для получения протопластов среди дрожжей pодов 
Candida и Saccharomyces успешно применяются литические комплексы 
Streptomyces spp. и Bacillus circulans. Для получения грибных протопластов 
у Fusarium culmorum, Aspergillus nidulans, Trichothecium roseum  исполь­
зуют литический комплекс Micromonospora. 

Процесс образования протопластов у дрожжей и мицелиальных грибов 
отличается от аналогичного у бактерий, хотя методы, используемые для 
их получения, применяются те же. При воздействии на грибную клеточ­
ную стенку литических энзимов образуется пора, через которую затем 
протоплазма выходит в окружающую среду. В присутствии стабилизато­
ра осмотического давления благодаря поверхностному натяжению мем­
браны клетка приобретает сферическую форму – образуется протопласт. 
У дрожжевых клеток пора обычно появляется на одном из полюсов клет­
ки или в экваториальной зоне.

4.5.3. Слияние протопластов

Получив протопласты, можно приступать к их слиянию или транс­
формировать их чужеродной ДНК. Метод слияния протопластов стал од­
ним из важных методов получения генетических рекомбинантов. Преиму­
щества этого метода по сравнению с другими способами обмена гене­
тической информацией очевидны:
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•	 преодоление барьера нескрещиваемости при переводе клеток в про­
топласты;

•	 слияние не только геномов, но и родительских цитоплазм;
•	 отсутствие направленности генетического переноса – оба родителя 

являются донорами;
•	 в одной клетке можно объединить не только два генома, но три и 

более;
•	 слияние протопластов осуществляют не только для представителей 

разных видов, но и родов. Есть данные о слиянии протопластов разных 
царств (эритроцитов млекопитающих и дрожжевых протопластов).

Слияние цитоплазм обоих родителей является очень существенным 
фактом при селекции продуцентов вторичных метаболитов, синтез кото­
рых регулируется внехромосомными детерминантами. Например, высокая 
частота наследования фузантами способности к сверхпродукции актино­
мицина D при слиянии протопластов продуцирующих и непродуцирующих 
штаммов Streptomyces parvulus указывает на передачу этого признака че­
рез плазмидные гены.

Приемы, используемые при слиянии протопластов одинаковы для всех 
микроорганизмов. Прежде всего у отобранных штаммов получают про­
топласты. Их смешивают в соотношении 1:1 и центрифугируют, ресу­
спендируют и добавляют ПЭГ (полиэтиленгликоль). Он является эффек­
тивным индуктором слияния протопластов, действие которого сводится 
к тому, что он снижает поверхностный заряд протопластов и связывает 
окружающую их поверхность воду. Это создает условия для тесного кон­
такта и слипания мембран протопластов. В местах слипания происходит 
разрыв мембран и содержимое объединяется под одной мембраной. Сле­
дует отметить, что появившиеся гибриды сохраняют способность к вос­
становлению клеточной стенки. ПЭГ является универсальным индуктором 
слияния протопластов и используется у всех видов микроорганизмов. Он 
также обеспечивает эффективную трансформацию и трансфекцию. Слия­
ние протопластов регулируется некоторыми ионами. Так, ионы Са2+ по­
вышают частоту слияния, ионы Mn2+ – ингибируют. Повышение темпе­
ратуры также стимулирует слияние. Однако этот процесс может идти и 
при 4 оС.

Для выявления рекомбинантного потомства  необходимо обеспечить 
селективные условия, которые не будут предотвращать реверсии реком­
бинантов к клеточным формам. Так как в слияние протопластов отбирают 
генетически маркированные штаммы (по питательным потребностям, 
антибиотикоустойчивости,  температурочувствительности и т. д.), то при­
знаком успешного слияния является фенотипическая комплементация.  
Подсчет частоты слияния основан на учете частоты комплементации, хотя 



эти два события не всегда коррелируют. Ведь образующиеся полиплоиды 
у бактерий и гетерокарионы у эукариот в неселективных условиях всегда 
выщепляют гаплоидные рекомбинанты и исходные родительские формы. 
Учет потомства клонов, образовавшихся после слияния протопластов 
B. megaterium, выявил следующие подклассы клонов:

•	 клоны, дающие однородное стабильное потомство;
•	 смешанную популяцию стабильных форм;
•	 смешанную популяцию нестабильных форм.
Очевидно, что первый класс представлен гаплоидными рекомбинан­

тами, второй и третий – диплоидами. 
У мицелиальных грибов продукты слияния протопластов представля­

ют собой комплементирующие гетерокарионы, которые легко распадают­
ся на родительские формы. У дрожжей стадия гетерокариона очень не­
продолжительна и продукты слияния протопластов представляют собой 
диплоиды.

4.5.4. Трансформация протопластов

В современной селекции продуцентов метод слияния протопластов 
сам по себе утратил свое значение. Гораздо шире используются его мо­
дификации. Например, конструирование штаммов методом плазмидной 
трансформации протопластов. Метод был первоначально разработан 
для Streptomyces , Saccharomyces, Bacillus и теперь используется как спо­
соб введения чужеродной ДНК. Протопласты смешивают с плазмидной 
ДНК и обрабатывают ПЭГ, что увеличивает эффективность трансформа­
ции до 80 %. Протопласты трансформируют кольцевой плазмидной ДНК. 
Она проникает в протопласты в двухнитевой форме, тогда как линейные 
плазмиды и фрагменты хромосомальной ДНК слабо трансформируют 
протопласты, видимо вследствие воздействия нуклеаз. После этого транс­
формированные протопласты высевают на гипертоническую среду для 
регенерации клеточной стенки. 
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5	 Способы генетического
конструирования 
микроорганизмов in vitro

Конструирование in vitro преследует целью создание клеточных кло­
нов, несущих рекомбинантные молекулы ДНК с заданными свойствами. 
Для создания таких организмов разработаны специальные методы мани­
пулирования генами in vitro. Основными  инструментами генно-инженерных 
манипуляций являются:

1)	 ферменты, действующие на ДНК;
2)	 векторы на основе плазмид и фагов;
3)	 искусственные олигонуклеотиды (линкеры, адаптеры, праймеры, 

промоторы, зонды и т. д.), с помощью которых объединяют, синтезируют, 
обнаруживают и анализируют гены.

5.1. Энзимология генетической 
инженерии

Наиболее важными ферментами, используемыми в генной инженерии, 
являются специфические эндонуклеазы (рестриктазы),  ДНК-лигазы и 
ДНК-полимеразы.

5.1.1. Рестриктазы

Эндонуклеазы рестрикции (рестриктазы) являются компонентом фер­
ментативных систем рестрикции-модификации  бактериальной клетки, 
основной функцией которых является защита резидентной ДНК от вне­
дрения чужеродной. В настоящее время системы рестрикции-модификации, 
охарактеризованные в 1968 г. В. Арбером, обнаружены практически у 
всех исследованных бактерий и некоторых дрожжей. В соответствии с 
современной номенклатурой (предложена в 1973 г.  американцами Х. Сми­
том и Д. Натансом) различают три основных класса рестриктаз: I, II и III.  
Название фермента определяется первой буквой рода и двумя первыми 
буквами вида микроорганизма, из которого выделили фермент. Например, 
рестриктазы, выделенные из штаммов E. coli, обозначаются как Eco, ре­
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стриктазы, выделенные из B. subtilis – Bsu, из S. aureus – Sau и т. д. Если 
гены системы рестрикции располагаются на плазмиде или фаге, то после 
родового названия указывается символ соответствующего внехромосом­
ного элемента. Например, EcoRI, EcoPI. Все рестриктазы узнают на двух­
цепочечной молекуле ДНК строго определенные нуклеотидные последо­
вательности, однако разрезают ДНК в различных сайтах.

Рестриктазы I порядка (типа EcoK и EcoB, выделенные из штаммов 
E. coli K и E. coli B) представлены одним ферментом, состоящим из трех 
субъединиц и обладающим тремя активностями: рестрикционной, мети­
лирующей и сенсибилитивной, ответственной за узнавание сайта-мишени 
ДНК. Активности R и M взаимно исключают друг друга. Сайт узнавания 
рестриктаз I порядка представлен короткой двусторонней последователь­
ностью. Сайт рестрикции – неспецифическая последовательность осно­
ваний, расположенная на расстоянии 400–7000 пар нуклеотидов от сайта 
узнавания. Такие рестриктазы режут ДНК в произвольных точках и об­
разуют сплошной спектр рестриктов. Эти рестриктазы в генной инжене­
рии не используются, поскольку с их помощью невозможно получить 
фрагменты ДНК заданных размеров.  

Рестриктазы III порядка (EcoP1, EcoP15) также представлены одним 
ферментом, состоящим из двух субъединиц. Одна субъединица ответ­
ственна за рестрикцию, другая – за модификацию и узнавание сайта-
мишени ДНК. Сайт узнавания – несимметричные последовательности из 
5–6 пар оснований. Сайт рестрикции отделен от участка узнавания на 
расстоянии 24–27 пар нуклеотидов. При рестрикции образуются фрагмен­
ты с одноцепочечными 5' концами длиной 2–3 нуклеотида. Для этих ре­
стриктаз характерно то, что система рестрикции и модификации включа­
ются одновременно и конкурируют за субстрат реакции.

Рестриктазы II порядка представлены двумя отдельными белками, 
один из которых выполняет функцию рестрицирующей эндонуклеазы, а 
другой – модифицирующей метилазы. Поэтому можно выделить отдель­
ный фермент, который будет обладать только эндонуклеазной активностью. 
Рестриктазы II порядка узнают и разрезают немодифицированную двух­
цепочечную молекулу ДНК по специфическим нуклеотидным последова­
тельностям. Сайт узнавания для этих рестриктаз – короткая последова­
тельность нуклеотидов, имеющая ось симметрии 2-го порядка – палиндром. 
Наиболее часто используются рестриктазы, узнающие гекса- и тетрану­
клеотидные палиндромы. Примеры таких рестриктаз – EcoRI (GAATTC) 
и MboI (GATC). Обнаружено, что ферменты, выделенные из различных 
микроорганизмов, могут узнавать одну и ту же последовательность ну­
клеотидов. Такие рестриктазы были названы изошизомеры. Однако такие 
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рестриктазы могут по-разному расщеплять молекулу ДНК. Ферменты, 
выделенные из различных микроорганизмов, узнающие одну и ту же по­
следовательность нуклеотидов и одинаково ее расщепляющие называют­
ся истинными изошизомерами.

Некоторые из применяемых в генно-инженерной практике рестриктаз 
II порядка приведены в табл. 1.

Таблица 1

Некоторые рестриктазы, 
используемые 

в генетической инженерии

Фермент Сайт
узнавания

ЕсоR I С А-А-Т-Т-С
Ваm Н I G G-A-T-C-C
Mbo I GATC
Pst l C-T-G-C-A-G

Pvu II C-A-G C-T-G
Hpa l С-Т-Т А-А-С 
Нае III G-G C-C
Not I G C-G-G-C-C-G-C-
Bgl II A G-A-T-C-T
Hind III A A-G-C-T-T
Kpn I G-G-T-A-C C
Sal I G T-C-G-A-C
Sma I C-C-C G-G-G
Xho l C T-C-G-A-G
Xma I C C-C-G-G-G
EcoR V G-A-T A-T-C

Рестрикция происходит либо в пределах сайта узнавания, либо очень 
близко от него. По способу разрыва цепей ДНК различают два типа ре­
стриктаз. Если рестриктазы разрезают двухцепочечную ДНК строго по 
оси симметрии последовательности сайта узнавания, то образуются фраг­
менты с «тупыми» концами. 

5’ -C-C-C G-G-G-3
3’ -G-G-G C-C-C-5’

SmaI
5’ -C-C-C- 3’
3’ -G-G-G-5’

5’-G-G-G-3
3’-C-C-C--5’
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Если рестриктазы разрезают двухцепочечную ДНК не по оси симме­
трии, то тогда образуются фрагменты с «липкими» концами, т. е. с вы­
ступающими 5’(EcoRI)

5’ -G A-A-T-T-C- 3’
З' -C-T-T-A-A G- 5'

EcoRI

5’-G-3’
3’-CTTAA-5’

5’-AATTC -3’
3’-G -5’

или 3’ (PstI) концами.

5’ -C-T-G-C-A G- 3’
3’ –G A-C-G-T-C- 5’

PstI
5’-NNNCTGCA-3’

3’-NNNG-5’
5’-GNNN-3’

3’-ACGTCNNN-5’

Размер сайта узнавания рестриктазы определяет частоту встречаемо­
сти этой последовательности в ДНК. Чем меньше нуклеотидов включает 
сайт узнавания, тем чаще он будет встречаться в последовательности ДНК. 
Так, например, рестриктаза Mbo I имеет сайт узнавания из четырех ну­
клеотидов. Эта последовательность будет очень часто встречаться в ДНК 
и поэтому при рестрикции ДНК рестриктазой Mbo I будет образовывать­
ся большое количество мелких фрагментов. Такие рестриктазы были на­
званы мелкощепящими. Рестрикты, полученные при разрезании ДНК 
ферментами, узнающими гексануклеотидную последовательность, напри­
мер, EcoR I, имеют средний размер. Поэтому такие рестриктазы называ­
ют среднещепящими. К крупнощепящим рестриктазам относятся фермен­
ты, имеющие сайт узнавания большой протяженности, такие как Not I. 
Для получения вставок большего размера обычно используют либо не­
полный гидролиз ДНК мелкощепящей рестриктазой, либо рестрикцию 
крупнощепящей рестриктазой. 

5.1.2. Модифицирующие метилазы

Сайт-специфические метилазы используют для модификации сайтов 
узнавания с целью защиты их от действия рестриктаз. Достаточно моди­
фицировать одну нить ДНК, чтобы придать сайту узнавания устойчивость 
в отношении рестриктазы. Молекулярный механизм действия метилаз 
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заключается в переносе метильных групп с S-аденозил-Lметионина на 
определенные остатки цитозина или аденина в сайтах узнавания, в ре­
зультате чего соответствующие рестриктазы не могут связаться с ДНК в 
этих модифицированных сайтах и осуществить ее рестрикцию. Метилазы 
разделяют на те же классы, что и соответствующие им рестриктазы. Ме­
тилазы II класса используют для модификации in vitro сайтов узнавания 
для невозможности осуществления реакции рестрикции соответствующи­
ми рестриктазами.

5.1.3. Полимеразы

ДНК-полимераза I обладает тремя активностями:
•	 5'–3'-полимеразная активность обусловливает синтез цепи ДНК. 

Субстратом служит однонитевая матрица ДНК.
•	 5'–3'-экзонуклеазная активность, вызывающая отщепление нуклеоти­

дов от свободного 5-Р-конца. Субстратом реакции служит двухнитевая ДНК.
•	 3'–5'-экзонуклеазная активность, обеспечивающая отщепление со 

свободного 3-ОН-конца. Субстратом служит как одно-, так и двухнитевая 
молекула ДНК, причем на двухнитевой ДНК эта активность подавляется 
полимеразной активностью фермента. 

ДНК-полимераза I одновременно может вести реакцию полимеризации 
и гидролиз нуклеотидной цепи в направлении 5’–3’ (процесс носит на­
звание ник-трансляции). При этом ник перемещается вдоль цепи ДНК в 
направлении 5’–3’, что используется для введения радиоактивной метки 
in vitro.

В генной инженерии часто используется большой так называемый 
«кленовский» фрагмент ДНК-полимеразы I, у которого сохранены только 
полимеразная и 3’–5’-экзонуклеазная активность. Кленовский фрагмент 
используют:

•	 для заполнения нуклеотидами выступающих однонитевых 5'-кон­
цов, которые образуются  при разрезании ДНК соответствующими ре­
стриктазами; 

•	 для введения радиоактивной метки в концы фрагментов ДНК;
•	 для введения радиоактивной метки в рестрикты с ровными конца­

ми. В этом случае используется свойство полимеразы отщеплять З'-кон­
цевой нуклеотид и подставлять из реакционной среды новый, если он 
присутствует в избытке;

•	 для синтеза второй нити кДНК;
•	 для определения последовательности нуклеотидов в ДНК по мето­

ду Сэнгера; 
•	 для сайт-специфического мутагенеза ДНК.
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ДНК-полимераза фага Т4. Этот фермент обладает теми же актив­
ностями, что и «кленовский» фрагмент. Однако обнаружено, что у него 
3'–5'-экзонуклеазная активность более выражена, чем у «кленовского» 
фрагмента. Поэтому для введения метки в рестрикты с «тупыми» и вы­
ступающими однонитевыми 3'-концами лучше использовать именно этот 
фермент.

ДНК-полимераза фага Т7. Фермент обладает 5'–3'-полимеразной 
активностью и 3'–5'-экзонуклеазной активностью. В состав фермента 
входит тиоредоксин, который увеличивает процессивность полимеразы 
почти в 1000 раз за счет повышения стабильности комплекса фермент-
матрица. Благодаря этому фермент используют для копирования относи­
тельно длинных матриц. Для секвенирования ДНК по методу Сэнгера 
используют полимеразу, у которой экзонуклеазная активность подавлена 
(секвеназы).

Taq-полимераза. Этот фермент выделен из термофильных бактерий 
Thermits aquaticus, поэтому он термостабилен и способен реплицировать 
ДНК при 74 °С. Taq-полимераза сохраняет половину своей функциональ­
ной активности после прогрева при 95 °С в течение одного часа. Она 
используется при ПЦР, а так же как секвеназа. 

РНК-зависимая ДНК-полимераза (обратная транскриптаза). Этот 
фермент состоит из двух субъединиц. РНК-зависимая ДНК-полимераза 
синтезирует ДНК на РНК- и  ДНК-матрицах. Обратную транскриптазу in 
vitro используют для синтеза кДНК (комплементарной цепи). При этом 
получают полноразмерной копии гена ДНК с мРНК. В качестве прайме­
ра используют олигонуклеотид поли (dТ), комплементарный полиадени­
ловой цепочке на 3′-конце мРНК. Олигонуклеотид должен включать не 
менее 12 звеньев. Реакция проходит с образованием однонитевой петли 
на 3′-конце, которая служит праймером для синтеза второй нити ДНК. 
Полимеризацию ведут последовательно «кленовским» фрагментом ДНК-
полимеразы I и обратной транскриптазой. Затем с помощью нуклеазы 
гидролизуют петли и получают двухцепочечную молекулу.

С помощью обратной транскриптазы можно синтезировать копию 
любой части мРНК, выбрав для этого подходящий праймер. Эта возмож­
ность облегчает анализ строения какого-либо специфического участка 
гена. Но можно получить и набор генных фрагментов, если использовать 
в качестве праймеров произвольные олигонуклеотиды. Их разнообразие 
столь велико, что среди них имеются комплементарные последователь­
ности к любому из участков мРНК. Добавление в реакционную смесь 
таких праймеров дает возможность получить в наборе ДНК копии всех 
участков анализируемого гена, что дает возможность для использования 
их в качестве гибридизационных зондов.
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Поли(А)-полимераза. Этот фермент способен образовывать на З'-кон­
це любых однонитевых молекул РНК полиадениловые цепочки длиной 
до нескольких тысяч звеньев.

Он также способен добавлять к РНК полицитидиловые и полиуриди­
ловые цепочки, но с гораздо меньшей эффективностью. Полимеразу ис­
пользуют для подготовки РНК в качестве матрицы при синтезе ДНК, а 
также для введения в РНК 3'-концевой метки.

РНК-полимеразы фагов. РНК-полимеразы фагов Т3 и Т7 и др. высо­
коспецифичны. На молекулах ДНК они узнают только «свои» промоторы 
и синтезируют только определенные молекулы мРНК. Это свойство РНК-
полимераз фагов используют для приготовления меченых гибридизационных 
зондов и полноразмерных транскриптов для синтеза белков in vitro. 

5.1.4. Лигазы

ДНК-лигазы. Эти ферменты способны объединять разорванные цепи 
путем восстановления фосфодиэфирных связей между соседними ну­
клеотидами. Причем эти ферменты могут связывать даже цепи ДНК с 
РНК, при этом матрицами служат комплементарные нити ДНК и РНК. В 
генной инженерии эти ферменты используются в основном для сшивания 
рестриктов, имеющих «липкие» (ДНК-лигаза E. сoli и ДНК-лигаза фага 
Т4) и «тупые» концы (ДНК-лигаза фага Т4).

РНК-лигазы. Они используются в генной инженерии для синтеза 
олигорибо- и олигодезоксирибонуклеотидов, а также для введения метки 
в 3'-конец РНК. Механизм действия этих ферментов аналогичен действию 
ДНК-лигаз, только для активации  РНК-лигаз не требуется комплемен­
тарной матрицы, поскольку донорный и акцепторный концы объединяемых 
молекул фиксируются непосредственно в активном центре фермента. Это 
свойство делает РНК-лигазу универсальным ферментом для синтеза оли­
гонуклеотидов. Установлено, что структура донорного фрагмента как суб­
страта для РНК-лигазы не имеет значения. Однако акцепторный конец 
(его размер и структура) играют решающую роль в лигазной реакции.

5.1.5. Нуклеазы

Нуклеаза S1. Фермент обладает высокой экзо- и эндонуклеазной ак­
тивностью и используется для удаления любых однонитевых структур.

Нуклеаза Bal 31. Фермент обладает высокой эндонуклеазной актив­
ностью в отношении однонитевой ДНК, а также экзонуклеазной актив­
ностью в отношении двухнитевой ДНК. Поэтому он катализирует отще­
пление олиго- и мононуклеотидов с 5'- и 3'-концов ДНК. Субстратом для 
реакции служат двухнитевые фрагменты ДНК как с прямыми, так и с 
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выступающими концами. Скорости гидролиза обеих нитей ДНК с обоих 
концов приблизительно одинаковы и их можно регулировать путем из­
менения условий реакции. Это позволяет использовать данную нуклеазу 
для укорочения двухнитевых фрагментов на заданную величину.

Экзонуклеаза фага λ. Субстратом реакции для данного фермента 
является преимущественно двухнитевая ДНК. Он катализирует отщепле­
ние 5'-нуклеозидмонофосфата от 5'-конца цепи. Экзонуклеазу фага λ ис­
пользуют для получения однонитевых выступающих 3'-ОН-концов путем 
последовательного удаления нуклеотидных остатков с 5'-конца нити.

Экзонуклеаза III E. сoli. Фермент катализирует удаление монону­
клеотидов с 3'-ОН-конца двухнитевой молекулы ДНК. Экзонуклеаза III 
совместно с нуклеазой S1 используют для укорочения фрагментов ДНК, 
а совместно с ДНК-полимеразой – для введения радиоактивной метки.

ДНКаза и РНКаза. Эти ферменты используются для гидролиза ДНК 
и РНК соответственно.

5.1.6. Полинуклеотидкиназа фага Т4

Этот фермент осуществляет перенос γ-фосфат с АТФ на дефосфори­
лированные 5'-ОН-концы ДНК или РНК. Субстратом для него служит 
одно- или двухнитевая молекула ДНК с дефосфорилированными 5'-кон­
цами. Этот фермент используют для мечения 5'-концов фрагментов ДНК 
при определении последовательности нуклеотидов, для фосфорилирования 
синтетических линкеров и других фрагментов ДНК с дефосфорилирован­
ными 5'-концами.

5.1.7. Терминальная дезоксинуклеотидилтрансфераза

Фермент способен образовывать на двухнитевых фрагментах ДНК 
однонитевые участки путем последовательного присоединения нуклеоти­
дов к 3'-ОН-концам обеих нитей. Наиболее эффективно фермент удлиня­
ет однонитевые 3'-ОН-концы, сформировавшиеся при действии рестрик­
таз. Терминальную транскриптазу используют для создания на соединяе­
мых фрагментах ДНК искусственных «липких» концов.

5.1.8. Щелочная фосфатаза

Щелочная фосфатаза E. coli обладает низкой специфичностью дей­
ствия, гидролизуя различные эфиры фосфорной кислоты. В генетической 
инженерии используется для дефосфорилирования одно- и двухнитевых 
молекул ДНК или РНК на 5′- и 3′-концах.
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5.2. ВЕКТОРЫ И СПОСОБЫ 
ИХ ВВЕДЕНИЯ В КЛЕТКУ

Для введения в клетку чужеродной ДНК используют векторные мо­
лекулы ДНК или просто векторы.

Векторами называют молекулы ДНК, способные переносить и стабиль­
но поддерживать в реципиентных клетках чужеродную генетическую ин­
формацию. Вектор должен отвечать следующим обязательным требованиям:

1)	 вектор должен быть реликоном, чтобы стабильно существовать в 
клетке;

2)	 нести селективный маркер;
3)	 иметь хотя бы один уникальный сайт рестрикции для внедрения в 

него чужеродной ДНК, который должен быть локализован в области, не 
существенной для репликации.

Требования «необязательные», но облегчающие работу с вектором:
1)	 желательно, чтобы вектор имел большое число уникальных сайтов 

рестрикции для различных рестриктаз, по которым можно осуществлять 
введение фрагментов чужеродной ДНК;

2)	 векторная молекула была небольшая по размеру и имела значитель­
ное число копий на клетку, что обеспечивает большую амплификацию 
чужеродных генов при введении в клетку рекомбинантных молекул ДНК, 
сконструированных на основе данного вектора;

3)	 свойства вектора позволяли различать клоны, несущие исходные и 
рекомбинантные молекулы вектора. 

В качестве векторов обычно используют:
•	 ДНК собственных плазмид;
•	 ДНК фага λ;
•	 производные фага λ (фазмиды и космиды);
•	 ДНК бактериофага М13.
Выбор вектора определяются целью, которую ставит перед собой экс­

периментатор. Есть векторы для амплификации, секвенирования генов, а 
также интегративные, или челночные, и т. д. Векторы могут иметь боль­
шое число копий ДНК, мощные промоторы, расположенные рядом с сай­
тами клонирования генов, широкий круг клеток-реципиентов. 

5.2.1. Плазмидные векторы

Как уже отмечалось ранее, плазмидные векторы для клонирования 
ДНК в бактериальных клетках создаются на основе ДНК собственных 
плазмид. Некоторые природные плазмиды могут обладать основными 
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свойствами, которые позволяют использовать их как векторные молекулы. 
Однако почти всегда они не отвечают требованиям, которые предъявля­
ются к векторам, поэтому плазмидные векторы создаются на основе при­
родных плазмид с помощью генной инженерии. 

Плазмидные векторы могут включать фрагменты ДНК любых раз­
меров, однако рекомбинантные молекулы размером более 15 т. п. н. те­
ряют свою стабильность. Поэтому плазмидные векторы используют для 
клонирования небольших фрагментов ДНК.

Лучше всего система клонирования с использованием плазмидных 
векторов разработана для клеток E. coli. Она подходит для энтеробактерий, 
родственных E. coli, однако для других родов, скажем, Pseudomonas, ее 
применение ограничено.

Первые плазмидные векторы pSC101 и ColE1 были созданы в 1970-х гг. 
Таблица 2

Свойства плазмидных векторов pSC101 и ColE1

Свойства Плазмида ColE1 Плазмида pSC101

Копийность Мультикопийная Низкокопийная
Селективный маркер Устойчивость к тетрациклину Синтез колицина
Отбор 
рекомбинантов

Устойчивость к тетрациклину Отсутствие синтеза 
колицина

Сайт узнавания 
рестриктазы

EcoR1 EcoR1

Плазмида pSC101 имеет размер 9,1 т. п. н. и является низкокопийной. 
Данная плазмида несет ген устойчивости к одному антибиотику – тетра­
циклину и вставка чужеродной ДНК по EcoR1-сайту не приводит к из­
менению фенотипа так как исходная и рекомбинантная плазмида имеют 
фенотип TcR. Поэтому прямой отбор рекомбинантов можно осуществить 
только по селективному маркеру клонированного гена. В настоящее вре­
мя плазмида в качестве вектора практически не используется.

Как видно из табл. 2, вектор ColE1 маркирован по устойчивости к 
колицину, поэтому клонируемый с помощью рестриктазы EcoR1фрагмент 
ДНК, нарушает синтез колицина. Бактериальные клетки, несущие исход­
ную плазмиду, узнают по устойчивости к колицину, а клоны с рекомби­
нантной плазмидой выделяют по отсутствию его синтеза. Несмотря на то 
что плазмида ColE1 является мультикопийной и число ее копий в клетке 
достигает 3000, она не отвечает всем требованиям, предъявляемым к со­
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временным векторам. Поэтому в настоящее время плазмида в качестве 
вектора практически не используется, но на ее основе созданы плазмид­
ные векторы серии pBR, из которой наиболее часто используют pBR 322. 

Вектор pBR 322 имеет размер 4361 п. н. Он сохранил от плазмиды 
ColE1 мультикопийность и способность амплифицироваться в присутствии 
хлорамфеникола. Вектор маркирован устойчивостью к тетрациклину и 
ампициллину. Наличие в векторе двух детерминант устойчивости значи­
тельно расширяет возможности при клонировании. В данном векторе есть 
несколько уникальных сайтов для различных рестриктаз. Так, сайты узна­
вания рестриктаз Hind III, Sal I, BamH I располагаются в гене, кодирую­
щем TcR, а сайт Pst I – в ApR (рис. 3), что позволяет вести отбор транс­
формантов по устойчивости к одному антибиотику, а поиск среди них 
клонов с рекомбинантными молекулами – по появлению чувствительности 
клеток к другому антибиотику.

Так, например, если клонирование осуществлялось по BamH I сайту, 
то отбор трансформантов осуществляют по устойчивости к  ампицилли­
ну. Затем, среди полученных трансформантов, отбирают рекомбинанты 
как варианты, имеющие ApR TcS – фенотип.

Если клонирование осуществлялось по сайту Pst I в ApR-ген, то для 
поиска ApS-клеток разработан метод прямой селекции. Он основан на 
том, что лактамаза, кодируемая этим геном, превращает пенициллин в 
пеницилловую кислоту, которая способна связывать йод. Трансформанты 
отбирают на среде, содержащей тетрациклин и крахмал как TcR-варианты. 
Затем эти клоны опрыскивают раствором, содержащим пенициллин и йод, 
при этом клоны, несущие исходную плазмиду, обесцвечивают индикатор­
ный раствор, а рекомбинантные ApS-колонии – не обесцвечивают.

Рис. 3. Карта плазмидного вектора
pBR322
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Кроме того, клонирование в Hind III-сайт приводит к инактивации 
тетрациклинового промотора вектора, вследствие чего полученные транс­
форманты  имеют фенотип ApR TcS. Это обстоятельство используют для 
поиска фрагментов ДНК, содержащих промоторподобные структуры.

На основе плазмиды pBR 322 сконструированы векторы различного 
назначения:

•	 вектор pBR 325 образуется при добавлении маркера устойчивости 
к Cm;

•	 вектор pAT153 получен путем делеции из pBR322 генов, контро­
лирующих число копий плазмиды, поэтому размер генома pAT153 со­
кращается на 20 %, а число копий возрастает в 3 раза.

Основным недостатком этого вектора для клонирования фрагментов 
ДНК является небольшое количество сайтов рестрикции, а также невоз­
можность прямого отбора трансформантов, полученных при клонировании 
по BamH I-сайту. Были сконструированы другие плазмидные векторы, 
лишенные этих недостатков.

Вектор pUC19. Плазмида pUC19 имеет размер 2686 п. н. и является 
мультикопийной (до 500 копий на клетку). Этот вектор предназначен для 
клонирования и экспрессии генов и выполняет следующие функции:

•	 несет ген устойчивости к ампициллину от плазмиды pBR322;
•	 часть гена β-галактозидазы (lacZ’) лактозного оперона Е. coli;
•	 ген lac I, кодирующий репрессор гена lacZ’; 
•	 полилинкер, включающий уникальне сайты для многих рестриктаз; 
•	 ori-сайт от плазмиды pBR322 (рис. 4).
Сайт инициации репликации и ген устойчивости к ампициллину были 

взяты от вектора pBR322.
Полилинкер вектора включает уникальные сайты узнавания для сле­

дующих рестриктаз: EcoRl, Sac I, Kpn l, Xma l, Sma l, BamH I, Xbal, Sal l, 
Hinc II, Acc l, Pst l, Bsp I, Sph l и Hind lll).

Рис. 4. Карта плазмидного вектора pUC19
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Вектор pUC19 позволяет проводить прямой отбор клонов, несущих 
рекомбинантные молекулы. 

Вещество изопропил-β-D-тиогалактопиранозида (ИПТГ) является ин­
дуктором lac-оперона и запускает его процесс транскрипции.

Если клетки, содержащие плазмиду pUC19, выращивать в присутствии 
ИПТГ, то белок-репрессор, продукт гена lac I не сможет связаться с 
промоторно-операторной областью гена lacZ’, и поэтому будут происходить 
его транскрипция и трансляция. Продукт этого фрагмента свяжется с бел­
ком, кодируемым хромосомной ДНК, и в результате образуется активная 
β-галактозидаза. Если в среде присутствует 5-бром-4-хлор-З-индолил-β-D-
галактопиранозид (X-Gal), то он будет гидролизоваться под действием 
β-галактозидазы, образуя продукта синего цвета, в результате чего вырос­
шие клоны будут окрашены. Полилинкер встроен в ген lacZ’ так, что он 
не влияет на продукцию функциональной β-галактозидазы. При клониро­
вании фрагмента ДНК по сайтам рестрикции, расположенным в полилин­
кере, происходит сдвиг рамки считывания в кодирующей последователь­
ности гена lacZ’. В результате чего не будет транскрибироваться активная 
форма полипептида. Такой полипептид не может связаться с белком, ко­
дируемым хромосомной ДНК, и в результате не образуется активная 
β-галактозидаза. В этом случае при наличии в среде X-Gal не будет про­
исходить его гидролиза, поэтому выросшие клоны не будут окрашены.

Таким образом, при клонировании фрагментов ДНК в полилинкер 
вектора pUC19 мы имеем возможность выявить рекомбинантные клоны 
с помощью прямого отбора: клоны, несущие исходные молекулы, будут 
синего цвета, а рекомбинанты – белого.

Сконструированные плазмидные векторы вводят в реципиентные клет­
ки методом генетической трансформации. С помощью этого метода мож­
но ввести плазмиды не во все виды бактерий, а только в те, которые 
могут быть компетентными. Для некоторых родов бактерий, например 
Bacillus, характерна природная компетентность, но в большинстве случа­
ев это состояние создается искусственно. Самый распространенный спо­
соб – обработка клеток на холоде раствором хлорида кальция. Выход 
трансформантов зависит от свойств штамма, размеров ДНК плазмидного 
вектора, структуры трансформирующей ДНК, условий эксперимента и в 
целом является невысокой (обычно трансформируется не более одной 
клетки из тысячи). Однако низкая эффективность трансформации не яв­
ляется серьезным препятствием при клонировании.

Создать состояние компетентности клеткам можно при воздействии 
на них кратковременного электрического импульса. Такая обработка при­
водит к образованию в клеточной стенке пор, через которые ДНК про­
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никает внутрь клетки. Этот метод называется электропорация. Эффектив­
ность данного метода введения плазмид может достигать 109 трансфор­
мантов на 1 мкг ДНК pBR322. С помощью электропорации можно 
получать трансформанты у бактерий, для которых не разработаны под­
ходы для получения компетентных клеток. 

5.2.2. Векторы для грамположительных 
бактерий

В последние годы достигнуты значительные успехи в конструировании 
плазмидных векторов для клонирования в клетках B. subtilis. Это про­
мышленно ценный вид, обладающий хорошо развитым аппаратом секре­
ции метаболитов. Кроме того, большинство штаммов обладает высокой 
протеазной активностью. Основной сложностью для создания плазмидных 
векторов для этих бактерий является то, что большинство плазмид, обна­
руженных в этих клетках, не несет селективных маркеров и генетически 
нестабильны. Однако некоторые мультикопийные плазмиды Staphylococcus 
и Streptococcus, имеющие гены устойчивости к антибиотикам, могут транс­
формировать клетки B. subtilis, стабильно в них реплицироваться и экс­
прессировать гены.

Одной из них является мультикопийная плазмида pUB110, выделенная 
из Staphylococсus аureus. Она имеет размер 4,5 т. п. н. и несет гены устой­
чивости к неомицину и флеомицину (рис. 5).

Помимо плазмиды pUB110 есть другие мультикопийные плазмиды, 
которые способны реплицироваться и стабильно поддерживаться в клет­
ках грамположительных бактерий: pE194 (3,7 т. п. н.; Em R), pT127 
(4,5 т. п. н.; TcR), pC 194 (2,8 т. п. н.; CmR). 

Рис. 5. Строение плазмиды pUB110
(В. Н. Рыбчин, 1999):

neo – устойчивость к неомицину;'
fhl – устойчивость к флеомицину



61

Однако, несмотря на то что эти плазмиды мультикопийны и имеют 
небольшой размер, практически все они несут только один маркер устой­
чивости к антибиотикам. Для клонирования фрагментов ДНК удобно 
использовать такие векторы, которые имеют два селективных маркера, 
причем хотя бы в одном из них должен содержаться единственный ре­
стрикционный сайт. Такие векторы были созданы на основе некоторых 
из рассмотренных выше плазмид.

Был сконструирован вектор pHVl 1. В Hind III-сайт плазмиды pC 194 
внесли маркер тетрациклинрезистентности из плазмиды pT127 с сайтом 
клонирования по Kpnl сайту рестрикции (рис. 6).

Рис. 6. Строение вектора pHVl
(В. Н. Рыбчин, 1999)

Вектор pPL608 был сконструирован на основе плазмиды pUB 110, в 
которую вставлен ген cat (CmR)) из хромосомы В. pumilus (рис. 7). Данный 
вектор имеет в гене cat единственные сайты рестрикции – PstI и Hindlll. 
Это позволяет отбирать среди неомицинустойчивых клеток клоны, со­
держащие рекДНК, по их чувствительности к хлорамфениколу.

Гибридные плазмиды pBD9 и  pSA2100 имеют по 2 маркера, причем 
их детерминанты содержат единственные сайты узнавания для различных 
рестриктаз. Гибридная плазмида pBD9 была получена путем объединения 
природных плазмид pUB110 и pE194 через сайт Хbа1.

Рис. 7. Строение вектора pPL608
(В. Н. Рыбчин, 1999)
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Для генно-инженерных целей наиболее интересны двурепликонные 
(челночные) гибриды, чьи системы репликации принадлежат плазмидам, 
имеющим разных хозяев. Они способны реплицироваться в различных 
клетках: например в E. coli и клетках дрожжей или животных. Так, в   
1980 г. сконструировали на базе плазмид pBR322 и pUB 110 бирепликон­
ный вектор pJJ10. Этот плазмидный вектор трансформирует оба типа 
клеток, однако экспрессия их генов неравнозначна. Устойчивость к кана­
мицину проявляется как в E. coli, так и в B. subtilis. Гены Cmr и Kmr 
бациллярных плазмид проявляются как в колях, так и в бациллах, тогда 
как ген Apr экспрессируется только в естественном хозяине – в E. coli.

К сожалению, эти  векторы не отличались функциональной и струк­
турной нестабильностью, которая была связана тем, что использовались 
репликаторы, не специфичные для В. subtilis. 

Бирепликонный вектор рНР13 обладает всеми признаками современ­
ных векторов (рис. 8). Из плазмиды pUC9  был взят локус, несущий часть 
гена β-галактозидазы (lacZ’) лактозного оперона Е. coli, что позволяет 
реплицироваться в клетках и вести в них поиск клонов, содержащих 
рекДНК. Селективные маркеры Сmк и EmR взяты из плазмид рС194 и 
рЕ194 соответственно, поэтому они экспрессируются в обоих видах кле­
ток. Число плазмидных копий в клетках В. subtilis – 5, а в Е. coli –  око­
ло 200. На основе вектора рНР13 сконструирован вектор прямой селекции 
рНР59, который позволяет отбирать трансформанты В. subtilis, содержащие 
только рекДНК. Дополнительный элемент у этого вектора – конститутив­
но экспрессирующийся ген из хромосомы В. pumilus, который находится 
в одной трансляционной рамке с фрагментом lacZ’ (рис. 8) и поэтому 
обеспечивает в клетках В. subtilis синтез функционального α-пептида 
β-галактозидазы в составе гибридного белка.

        
Рис. 8. Строение бирепликонных векторов рНР13 (а) и рНР59 (б),

предназначенных для клонирования в клетках В. subtilis и Е. coli
(В. Н. Рыбчин, 1999)

a	   б
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5.2.3. Особенности  клонирования генов 
в стрептомицетах

Методы клонирования генов в Streptomyces разработаны в 1980 г. и 
связаны с бурным ростом исследований в области генетики актиномице­
тов. Streptomyces – грамположительные почвенные микроорганизмы, геном 
которых представлен одной кольцевой хромосомой и составляет 104 т. п. н. 
Наиболее изученный вид – Streptomyces coelicolor. Для этого штамма раз­
работана подробная генетическая карта, на которой картированы наиболее 
существенные ауксотрофные мутации.

Стрептомицеты являются основными природными продуцентами ан­
тибиотиков (более 60 % всех известных антибиотиков синтезируются 
этими микроорганизмами. Причем они отличаются уникальной способ­
ностью синтезировать антибиотики различных видов. Так, например, 
S. coelicolor производит 4 различных вида антибиотиков, а S. clavuligerus – 
свыше 30. Поэтому данный объект занимает центральное место в иссле­
довательской работе фармацевтических лабораторий.

Многие представители р. Streptomyces имеют активные системы ре­
стрикции. В особенности это касается промышленных штаммов, которые 
отбирают с учетом их защиты от фаговой инфекции при культивировании 
в больших ферментерах. 

Еще один важный аспект, который необходимо учитывать, – наличие 
ДНКазной активности. Некоторые стрептомицеты продуцируют высоко­
активные ДНК-азы, которые выделяются в среду интактными протопла­
стами и накапливаются там. В случае внесения плазмидной ДНК послед­
няя разрушается или утрачивает свою трансформирующую активность. 
ДНКазную активность протопластов оценивают в агарозном геле с по­
мощью электрофореза. Если ДНКазная активность оказывается высокой, 
то к суспензии протопластов до введения плазмидной ДНК прибавляют 
гетерологичную ДНК (например, ДНК тимуса теленка), которая обеспе­
чивает частичную защиту плазмидной ДНК. 

В настоящее время описано чрезвычайно много плазмид стрептомицет, 
отличающихся по своим свойствам: высоко- и низкокопийные, транс- и 
нетрансмиссибельные, криптические и лекарственной устойчивости и т. д.

Среди мультикопийных векторов предпочтение отдают векторам на 
основе pIJ101, поскольку они хорошо изучены и обладают высокой транс­
формирующей активностью. Эта плазмида Streptomyces обладает самой 
широкой хозяйской специфичностью и дает 40–300 копий на клетку. Плаз­
мида pUC6 является криптической  и выделена из клеток S. espinosus. Она 
представлена в клетке 30–40 копиями, хотя получен ее делеционный ва­
риант, имеющий до 600 копий (самый высококопийный вектор Streptomyces).
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Низкокопийные векторы имеют один существенный недостаток: 
сложность получения большого количества ДНК. Из таких плазмид у 
Streptomyces наиболее  широко используют SLP1.2, представленную 4–5 ко­
пиями. Получены производные этой плазмиды, несущие селективные 
маркеры устойчивости к тиострептону и неомицину. Плазмида несет уни­
кальные сайты для рестриктаз BamHI и PstI. Клонирование в этих сайтах 
приводит к экспрессии чувствительного к неомицину фенотипа.

5.2.4. Векторы широкого круга хозяев

В настоящее время интенсивно разрабатываются системы для клонирова­
ния генов в клетках Pseudomonas. Использование этих микроорганизмов очень 
перспективно. Во-первых, это промышленно ценные бактерии, во-вторых, они 
несут плазмиды биодеградации. Наибольший интерес представляют плазмиды, 
обладающие широким кругом хозяев, например, RK2 и RSF1010 (рис. 9). 

Рис. 9. Генетические карты  плазмид с широким кругом хозяев:
а – плазмида RK2; б – плазмида RSF1010. Координаты

даны в т. п. н. (В. Н. Рыбчин, 1999)

a

	 б
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Плазмида RK2 является конъюгативной и имеет размер 60 т. п. н. Она 
малокопийна и несет детерминанты устойчивости к канамицину и ампи­
циллину.

Плазмида RSF1010 является неконъюгативной и имеет небольшой 
размер 8,68 т. п. н. Она мультикопийна и несет маркеры устойчивости к 
стрептомицину и сульфонамидам. Данная плазмида с помощью конъюга­
тивной плазмиды может эффективно мобилизоваться во многие виды 
бактерий, включая грамположительные.

На основе этих плазмид сконструированы векторы серии pKT и pRK, 
позволяющие проводить клонирование в сайтах EcoR1, SstI, HindIII, 
BamHIII и др. Эти векторы способны реплицироваться в грамотрицатель­
ных бактериях Е. coli, P. aeruginosa, P. putida и др. (рис. 10).

           

Рис. 10. Строение векторов pRK2501 и pKT231,
сконструированных на базе плазмид с широким кругом 

хозяев RP4 (а) и RSF1010 (б) (В. Н. Рыбчин, 1999)

5.2.5. Векторы на основе бактериофагов

Клонирование генов в плазмидных векторах эффективно, если размер 
вставки не превышает 10 т. п. н. С увеличением размера клонируемого 
фрагмента выход рекомбинантов резко падает. Поэтому для клонирования 
крупных фрагментов ДНК необходимо использовать другие векторные 
молекулы, например на основе бактериофагов.

Векторы на основе бактериофага λ.
Геном фага λ представляет собой двухцепочечную молекулу ДНК раз­

мером 48,5 т. п. н. Она упаковывается в головку фага в виде линейной 
молекулы, которая имеет два однонитевых «липких» конца размером 
12  п.  н. После проникновения ДНК фага в клетку эти «липкие» концы 
соединяются, молекула ДНК становится кольцевой.

Первые векторы на основе бактериофага λ были созданы в 1974 г. 
Необходимым этапом работы при использовании в качестве вектора фага λ 

a	 б
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является удаление из его ДНК  «лишних» сайтов рестрикции. В капсид 
фага может упаковываться ДНК размером не менее 38 т. п. н. и не более 
52 т.  п.  н. Самые простые фаговые векторы содержат в своем составе 
уникальный сайт рестрикции для крупнощепящей рестриктазы. Именно 
по этому сайту и происходит внедрение чужеродной ДНК. Такие векторы 
получили название «векторы внедрения». Максимальный размер вставки 
составляет 15,2 т. п. н. 

Для увеличения емкости векторов были сконструированы векторы 
замещения. Геном фага λ можно условно разделить на три фрагмента:

•	 L-фрагмент (левое плечо) содержит информацию о головке и от­
ростке фага;

•	 R-фрагмент (правое плечо) – о репликации ДНК и лизисе;
•	 I/E-фрагмент (средний фрагмент) – о процессах интеграции и ис­

ключения.
При создании векторов замещения средний фрагмент генома фага λ 

удаляется и замещается на клонированный фрагмент. Емкость таких век­
торов составляет 24 т. п. н.

ДНК, предназначенную для клонирования, обрабатывают рестрикта­
зой. Затем ДНК фага λ также подвергают действию рестриктазы для уда­
ления I/E-фрагмента. Оба препарата соединяют и лигируют с помощью 
лигазы. К полученной смеси добавляют головки и отростки фага и об­
разуются инфекционные фаговые частицы. Причем L и R-фрагменты без 
вставки имеют слишком короткую ДНК и не могут упаковываться в го­
ловки фага. 

При клонировании генов с использованием векторов на основе бак­
териофагов вектор вводится в клетку путем трансфекции. Эффективность 
этого способа значительно превышает таковую при использовании транс­
формации. Так, как уже отмечалось выше, трансформируется только одна 
клетка из 1000, а инфицируется одна клетка из 10. 

Для поиска рекомбинантов используют ДНК-зонды или иммунологи­
ческие методы.

Векторы на основе бактериофага λ удобны для создания клонотек, но 
на таких векторах сложно проводить тонкие манипуляции с клонирован­
ными генами.

Векторы на основе бактериофага M13.
Геном вектора представлен одноцепочечной ДНК размером 6407 ну­

клеотидов. В ДНК фага находится спейсерный участок, в который можно 
осуществлять вставку чужеродной ДНК. Размер вставки может достигать 
15 т. п. н. После проникновения фага в клетку синтезируется вторая нить 
ДНК и молекула становится двухцепочечной. Такую ДНК выделяют из 
клеток и используют в качестве вектора. 
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Рис. 11. Векторы на основе фага М13: арабскими
цифрами указана нумерация нуклеотидов; 

римскими – гены фага (М. Kicn и др., 1983)

Когда в инфицированной клетке накапливается 100–200 копий двух­
цепочечной ДНК, синтез становится ассиметричным и синтезируется лишь 
одна нить ДНК, которая и входит в состав зрелого фага. Частицы зрело­
го фага постоянно выделяются в среду, где их титр может составлять до 
1012 в 1 мл. При создании вектора в спейсерный участок вставляют по­
следовательности ДНК, несущие единичные сайты рестрикции (полилин­
кер) и селективные маркеры.  На рис. 11 представлен один из таких век­
торов, у которого в спейсерный участок вставили lacZ’-ген и полилинкер. 
Отбор рекомбинантных фагов ведут на средах с X-Gal. При инфекции 
клеток интактным вектором образуются колонии синего цета, а рекомби­
нанты будут бесцветные.

Таким образом, при использовании таких векторов частицы зрелого 
фага в составе вектора содержат клонированный фрагмент ДНК в одно­
цепочечной форме, который непосредственно может быть использован 
для секвенирования последовательности ДНК. 

5.2.6. Космиды

Космиды представляют собой плазмиды, которые имеют в своем со­
ставе cos-сайты («липкие» концы) ДНК фага λ. Наличие cos-сайтов дает 
возможность упаковываться ДНК в капсид и передаваться бактериальным 
клеткам путем инфекции. Размер фрагментов ДНК, которые можно кло­
нировать в космидах, составляет 33–49 т. п. н. Таким образом, емкость 
векторов этого типа значительно превышает таковую у плазмидных век­
торов и фага λ. Один из космидных векторов pLFR-5 представлен на рис. 12.
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Рис. 12. Клонирование с помощью космидного вектора
(Б. Глик и Дж. Пастернак, 2002).

Вектор несет в своем составе два cos-сайта фага λ, которые разделе­
ны сайтом рестрикции для Sсa l, полилинкер с шестью уникальными 
сайтами рестрикции, точку начала репликации ДНК и ген устойчивости 
к тетрациклину. Предназначенные для клонирования ДНК расщепляют 
рестриктазой ВаmH I. Вектор сначала обрабатывают рестриктазой Sсa l, 
а затем ВаmH I. Препараты ДНК смешивают и лигируют. Те продукты 
лигирования, которые содержат вставку длиной 40 т. п. н., имеют сум­
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марный размер, близкий к 50 т. п. н., и, следовательно, могут упаковы­
ваться in vitro в головки фага λ.

5.2.7. Фазмиды

Фазмиды представляют собой гибриды между плазмидами и фагами, 
которые способны развиваться в клетке и как фаг, и как плазмида, т. е. 
они содержат в своем составе все гены, необходимые для репликации 
фага и плазмиды. Размер ДНК фазмид очень мал для того чтобы упако­
ваться в капсид, поэтому упаковываться могут только такие векторные 
молекулы, которые несут вставку.

Используя в качестве вектора фазмиду, не требуется процедура по­
следующего переклонирования гена из фага в плазмиду для дальнейших 
манипуляций, так как сама фазмида может быть представлена в  клетке 
как фаг и как плазмида.

5.2.8. Векторные системы для клонирования 
очень крупных фрагментов ДНК

Векторные системы, способные интегрировать крупные вставки 
(>100 т. п. н.), используются для создания геномной библиотеки эукарио­
тических геномов. В отличие от библиотек с небольшими вставками, в 
такой библиотеке будет представлен весь генетический материал организ­
ма. Кроме того, в этом случае уменьшается число клонов, которые нужно 
поддерживать. Для клонирования фрагментов ДНК размером от 100 до 
300  т. п. н. был сконструирован низкокопийный плазмидный вектор на 
основе бактериофага Р1, называемый искусственной хромосомой на осно­
ве фага Р1. Был создан также очень стабильный вектор, способный ин­
тегрировать вставки длиной от 150 до 300 т. п. н., на основе F-плазмиды 
с селекционной системой lacZ’. Эта конструкция называется бактериаль­
ной искусственной хромосомой (ВАС, от bacterial artificial chromosomes).

5.3. Дрожжевые векторы

5.3.1. Особенности клонирования в дрожжах

Дрожжи обладают всеми признаками присущим эукариотическим ор­
ганизмам:

•	 они содержат эукариотические органеллы: ядерную мембрану, ми­
тохондрии, 80S рибосомы, эндоплазматические мембраны, аппарат Голь­
джи, лизосомы;
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•	 синтезируют типично эукариотические белки – гистоны, актин, 
тубулин, пептидные гормоны;

•	 эти белки гликозилированы;
•	 в их геноме нет оперонов, транскрипцию у них ведут все три типа 

РНК-полимераз;
•	 дрожжевые хромосомы несут по одной центромере, по две тело­

меры, по несколько ori-сайтов инициации транскрипции (до 2000 г.).
Дрожжи являются чрезвычайно удобным биотехнологическим объ­

ектом, поскольку они обладают следующими свойствами:
•	 способность к росту на дешевых и доступных источниках сырья;
•	 безвредность для человека и животных;
•	 стабильность генетической системы;
•	 наличие ферментов гликозилирования белков;
•	 выделены и изучены сильные дрожжевые промоторы.
Наиболее изучены в генетическом отношении сахаромицеты, а имен­

но вид – Saccharomyces cerevisiae. Генетический аппарат представлен 
16  хромосомами, на которых картировано 650 генов. Любая дрожжевая 
хромосома имеет следующие функциональные элементы: центромера 
(CEN), теломера  (TEL), участок инициации транскрипции  (ARS). 

Эукариотические векторы содержат:
•	 эукариотический селективный маркер;
•	 эукариотический промотор;
•	 сайты терминации транскрипции и трансляции;
•	 сигнал полиаденилирования мРНК;
•	 сайт инициации репликации.
Для клонирования фрагментов ДНК в дрожжевых клетках, как пра­

вило, используют челночные бирепликонные векторы, которые способны 
реплицироваться и в дрожжевых и в бактериальных клетках. Такие век­
торы должны содержать два типа сайтов инициации репликации и селек­
тивных маркеров, одни из которых функционируют в бактериальных клет­
ках, другие – в дрожжевых. 

Известны дрожжевые плазмиды, которые могут быть использованы в 
качестве векторов. Это маленькие (2–3 мкм) и большая митохондриальная 
(24 мкм) плазмиды.

5.3.2. Характеристика дрожжевых плазмид

В большинстве дрожжевых штаммов S. cerevisiae присутствует 2-ми­
кронная плазмида. Имеет кольцевую ДНК контурной длины 2 мкм, поэто­
му и носит такое название. На гаплоидную клетку приходится около 80 ко­
пий этой плазмиды. Данная плазмида является криптической, т. е. не 
выявляется фенотипически и ее функции в дрожжевых клетках не вы­
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яснены. Однако показано, что в некоторых клетках их не существует, 
следовательно, они не кодируют жизненно важных свойств. Плазмида не 
интегрируется в хромосому. Репликация начинается в одном определенном 
месте и идет двунаправленно. Плазмида содержит два идентичных ин­
вертированных повтора (ITR), которые разделены двумя уникальными 
сегментами ДНК длиной  около 2700 п. н. (L-сегмент) и (S-сегмент). 
Каждая клетка имеет 2 типа молекул ДНК такой плазмиды, которые от­
личаются ориентацией L-сегмента относительно S-сегмента. Такая ин­
версия обусловлена внутримолекулярной сайт-специфической рекомби­
нацией плазмиды по ITR-последовательностями. Благодаря рекомбинации 
2 мкм ДНК может существовать в 2 формах: тип А и В. На L-сегменте и 
на S-сегменте выявлены гены REPI и REP2, обеспечивающие высокую 
стабильность плазмиды в клетках. Зная молекулярно-генетическую орга­
низацию данной плазмиды, можно эффективно использовать ее для кон­
струирования гибридных ДНК в качестве молекулярного вектора.

Помимо рассмотренной плазмиды в клетках некоторых дрожжей об­
наружена 3 мкм плазмида. Она имеет кольцевую форму и контурную 
длину 3 мкм. Эта плазмида – автономно реплицирующаяся полная копия 
одного хромосомного набора генов рибосомной РНК. В клетке содержит­
ся 1–10 копий этой плазмиды. 

В клетках S. cerevisiae обнаружена митохондриальная ДНК длиной 
24 мкм. Число ее копий на клетку – 1–50. В качестве вектора не используется.

Плазмидные векторы в клетки S. cerevisiae передают путем транс­
формации.

Барьер клеточной стенки при введении экзогенной ДНК преодолева­
ли ранее с помощью обработки ферментными препаратами, получая про­
топласты дрожжей. В последнее время было показано, что плазмидную 
трансформацию можно осуществить без удаления клеточной стенки путем 
обработки клеток ацетатом лития либо с помощью электропорации.

5.3.3. Векторы для S. cerevisiae

В дрожжевых плазмидах селективные маркеры не обнаружены, поэто­
му в качестве маркеров стали применять дрожжевые гены, которые функ­
ционально активны в клетках E. coli. 

Известно пять типов дрожжевых векторов.
Векторы типа Yip (yeast integrating plasmid).
В состав плазмиды входит:
•	 фрагмент вектора pBR322, несущий ori-сайт и гены резистентности 

к ампицилину и тетрациклину;
•	 в качестве маркера один из дрожжевых генов (ген URA 3). 
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Остальная часть вектора представлена бактериальной плазмидой. Такие 
векторы не способны реплицироваться в дрожжевых клетках, но они спо­
собны их трансформировать, в результате чего происходит замена хромо­
сомного гена на векторный с помощью двойного кроссинговера (рис. 13, а).

Рис. 13. Строение  дрожжевых векторов Yip (a), YEpl3 (б),
YRpl7 (в) и YCp50 (г) (В. Н. Рыбчин, 1999)

Векторы типа YEp (yeast episomal plasmid).
В состав таких плазмид входит (рис. 13, б):
•	 фрагмент вектора pBR.322, несущий ori-сайт и гены резистентно­

сти к ампициллину и тетрациклину;
•	 репликатор 2-микронной плазмиды; 
•	 дрожжевой селективный маркер (LEU2).
Этот вектор отличается высокой эффективностью трансформации 

дрожжей, что позволило с его помощью создать банк дрожжевых генов. 
Ктонирование осуществляли через Bam HI-сайт. Трансформанты отбира­
ли  по резистентности к ампициллину, а поиск среди них  рекомбинантных  
клонов осуществляли по чувствительности клеток к тетрациклину.
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Векторы типа YRp (yeast replicating plasmid).
Векторы этого типа состоят из (рис. 13, в):
•	 фрагмент вектора pBR322, несущий  ori-сайт и гены резистент­

ности к ампициллину и тетрациклину;
•	 дрожжевой селективный маркер;
•	 дрожжевой хромосомный репликатор ARS. 
Такие векторы нестабильны и применяются в случаях, когда появля­

ется необходимость иметь умеренное число копий клонируемого гена. 
Векторы типа YCp (yeast centromere plasmid). 
В состав векторов этого типа, помимо хромосомных репликаторов, 

содержатся центромеры дрожжевых хромосом (CEN) (рис. 13, г). Векто­
ры типа YCp проявляют стабильность при митозе и мейозе. С помощью 
вектора YCp50 был создан геномный банк S. cerevisiae.

Векторы типа YLp (yeast linear plasmid).
Это линейные плазмиды, которые были получены из векторов YRp  и 

YCp путем их линеаризации и присоединения к образовавшимся концам 
теломер. В дальнейшем эти плазмиды использовали для клонирования 
дрожжевых теломер и анализа их структуры.

Векторы типа YAC (yeast artificial chromosome).
Эти векторы содержат следующие структурные элементы (рис. 14):
•	 дрожжевой репликатор, центромеру и теломеры;
•	 дрожжевые селективные маркеры;
•	 репликатор и селективные маркеры плазмиды pBR 322.
Эти векторы используются для клонирования больших фрагментов ДНК.
Схема конструирования рекомбинантной ДНК на векторе pYAC вы­

глядит следующим образом (рис. 14):
•	 вектор расщепляют рестриктазами BamHI и Sma1, что приводит к 

образованию трех фрагментов ДНК. Эти фрагменты можно рассматривать 
как левое и правое плечи хромосомы и фрагмент, разделяющий теломеры 
в кольцевой векторной плазмиде; 

•	 плечевые фрагменты обрабатывают щелочной фосфатазой, предот­
вращающей соединение плеч хромосомы друг с другом;

•	 проводят лигирование плечевых фрагментов с фрагментами чуже­
родной ДНК нужного размера, полученных при обработке молекулы ре­
стриктазой Sma1;

•	 полученной лигирующей смесью трансформируют дрожжевые сфе­
ропласты.

Отбор трансформантов осуществляют по комплементации маркеров: 
рост на среде без урацила указывает на присутствие в рекомбинантных 
клетках правого плеча вектора; рост на среде без триптофана свидетель­
ствует о наличии левого плеча хромосомы.



Помимо этого, цвет колоний трансформантов указывает на наличие 
вставки. Так, ген SUP4 супрессирует ADE2-мутацию в клетке и поэтому 
колонии имеют белый цвет. Сайт узнавания рестриктазы Sma1 находится 
в последовательности гена SUP4. Вставка чужеродной ДНК по этому 
сайту приводит к нарушению нуклеотидной последовательности указан­
ного гена, в результате чего синтезируется неактивный белок. Такой белок 
не может супрессировать ADE2-мутацию в дрожжевой клетке, что при­
водит к появлению колоний красного цвета.

Рис. 14. Клонирование генов в векторе YAC2 (В. Н. Рыбчин, 1999).
S/N – сайты для рестриктаз Sfil и Notl

Искусственные дрожжевые хромосомы используют для конструиро­
вания клонотек геномов. Под клонотекой генома понимают набор клонов, 
содержащих рекомбинантную ДНК, представляющую в совокупности весь 
геном изучаемого организма. Практически все бактериальные гены могут 
быть клонированы на дрожжевом векторе. Причем их экспрессия может 
осуществляться как за счет дрожжевых промоторов, так и при подстраи­
вании собственных.
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6 		 ВОССОЕДИНЕНИЯ
	Ф РАГМЕНТОВ ДНК

Схема типичного опыта по клонированию гена выглядит следующим 
образом: смешиваются фрагменты ДНК, полученные из хромосомы бак­
терии после обработки рестриктазой с ДНК плазмиды-вектора, подверг­
нутого той же обработке. При отжиге и лигировании такой смеси обра­
зуются не только гибридные молекулы, но и исходные молекулы вектора. 
Это обстоятельство значительно затрудняет поиск рекомбинантных моле­
кул, так как обычно на первом этапе работы селекция ведется по марке­
рам вектора. В этом случае клетки, получившие исходный вектор и ре­
комбинантную молекулу, неразличимы.

Разработаны специальные методы воссоединения фрагментов ДНК, 
позволяющие направить процесс преимущественно в сторону получения 
рекомбинантных молекул.

6.1. Расщепление ДНК вектора 
несколькими рестриктазами

В этом случае уменьшить вероятность лигирования самого на себя  
исходного вектора. Этот метод используется в том случае, когда при рас­
щеплении ДНК вектора нужной рестриктазой образуется несколько фраг­
ментов, не все из которых необходимы для обеспечения жизнеспособ­
ности  рекомбинантной молекулы. 

6.2. Обработка 
линеаризованного вектора 
щелочной фосфатазой

Применение этого метода основано на  отщеплении концевых фос­
фатных групп от линейной ДНК под действием щелочной фосфатазы. 
Поэтому образование кольцевых молекул ДНК возможно лишь в том слу­
чае, если присутствуют фрагменты донорной ДНК, имеющие неповреж­
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денные 5'-фосфатные группы на 5'-концах. В результате получаются ре­
комбинантные кольцевые молекулы с однонитевыми разрывами в 
комплементарных цепях ДНК, которые репарируются клеткой in vivo. Этот 
метод широко используется при воссоединении фрагментов как по липким, 
так и по тупым концам.

6.3. Использование 
линкеров

Линкеры – короткие синтетические олигонуклеотиды, имеющие ров­
ные концы и содержащие в своем составе сайты узнавания для одной или 
нескольких рестриктаз.

Линкер пришивают к ровным концам фрагмента ДНК, который не­
обходимо клонировать в вектор. Затем такой фрагмент ДНК и вектор 
обрабатывают соответствующей рестриктазой с получением «липких» 
концов, а затем лигируют.

6.4. Использование 
адаптеров

Адаптеры – одно- или двухнитевые олигонуклеотиды, предназначен­
ные для объединения молекул с несовместимыми концами. Адаптеры 
применяют, когда концы векторных и клонируемых молекул образованы 
различными рестриктазами.

Однонитевые адаптеры применяют для объединения молекул ДНК с 
5'- и 3'-выступающими концами. Например, концы, образованные рестрик­
тазами EcoRI и HhaI, «состыковывают» с помощью EcoRI-HhaI –адаптера:

5'-AATTCGCG-3’      адаптер EcoRI-HhaI
5'-NNNNNNNG-3’       5’-CNNNNNNNNN-3’

3’-NNNNNNNCTTAA-5’   3’-GCGNNNNNNNNN-5’
EcoRI                  HhaI

↓ДНК-лигаза
5'-NNNNNNNGAATTCGCGCNNNNNNNNN-3’ 

З'-NNNNNNNCTTAA       GCGNNNNNNNNN-5’ 
EcoRI                                HhaI

Возникающие бреши в двухнитевой структуре ДНК заполняются in 
vivo после трансформации.



6.5. Коннекторный метод

Этот метод основан на свойстве фермента – терминальной дезокси­
рибонуклеотидилтрансферазы – достраивать нуклеотидные последователь­
ности к 3'-ОН-концам фрагментов ДНК. Сущность метода заключается в 
присоединении к концам одного из соединяемых фрагментов ДНК одно­
нитевого полинуклеотида, например поли A (dA), а к другому – компле­
ментарного ему, например поли Т (dT). Достроенные фрагменты смеши­
вают и отжигают для образования кольцевых структур.

Основными достоинствами коннекторного метода являются возмож­
ность его применения независимо от природы и способа получения фраг­
ментов ДНК и высокий выход рекомбинантных молекул. Важно, что при 
таком способе воссоединения фрагментов ДНК не могут образоваться 
исходные кольцевые векторные молекулы.
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7	ЭКСПРЕССИЯ ЧУЖЕРОДНЫХ ГЕНОВ
В МИКРООРГАНИЗМАХ

7.1. Экспрессия прокариотических генов

Экспрессия генов осуществляется путем их транскрипции и транс­
ляции. Эффективность транскрипции зависит от степени сродства 
РНК-полимеразы к промотору, а эффективность трансляции – от стабиль­
ности мРНК и ее способности связываться с рибосомами. Это означает, 
что системы транскрипции и трансляции реципиентных клеток  должны  
узнавать последовательности нуклеотидов в регуляторных сайтах клони­
руемых генов и векторов. При этом эффективность экспрессии гена за­
висит от расстояния между регуляторной областью и внедряемым чуже­
родным геном. Выполнение задачи конструирования рекДНК с 
нормально экспрессируемыми генами достигается путем присоединения 
к чужеродным генам промоторов, сайтов связывания рибосом и термина­
торов транскрипции тех клеток, в которых они клонируются. 

Известно, что эффективность транскрипции чужеродных генов за­
висит от степени сродства собственной РНК-полимеразы к промотору. Раз­
личные промоторы работают с разной эффективностью: с одних транскрип­
ция ведется чаще, чем с других. Такие промоторы называются сильными. 
Сила промотора определяется специфическими нуклеотидными последова­
тельностями и расстоянием между ними в консервативных областях. Про­
моторы различных бактерий довольно близки по строению, что позволяет 
им инициировать транскрипцию при переносе на другие бактерии.

Для E. coli было показано, что при переносе генов внутри семейства 
Enterobacteriaceae их экспрессия осуществляется сравнительно легко, так 
как нет разницы между системами транскрипции и трансляции донорных 
и реципиентных клеток. При межсемейственном переносе эти гены экс­
прессируются неэффективно. К примеру, многие гены клеток В. subtilis вы­
ражаются в клетках E. coli и комплементируют ее мутации, тогда как экс­
прессия генов E. coli в В. subtilis не происходит. Это объясняется тем, что 
РНК-полимераза E. coli узнает промоторы многих как грамотрицательных, 
так и грамположительных бактерий, а РНК-полимераза В. subtilis – только 
промоторы грамположительных бактерий. Связывание рибосом В. subtilis с 
сайтами связывания более специфично, чем рибосом с E. coli. Поэтому для 
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клонирования клеток В. subtilis можно использовать обычный бирепликон­
ный вектор, позволяющий наблюдать их экспрессию одновременно и в 
В.  subtilis, и в E. coli. Тогда как для экспрессии генов E. coli в клетках 
В. subtilis необходимо конструировать специальные векторы, в которых чуже­
родные гены соединены с регуляторным аппаратом бацилл. Так, гены trp-
оперона E. coli были экспрессированы в клетках В. subtilis после их клони­
рования на мультикопийном векторе pPL608, сконструированном на основе 
плазмиды pUB 110.  Плазмида несет ген cat (Cm r) и фрагмент с промотором 
фага SPO2. Хозяином фага являются клетки В.  subtilis, поэтому ген cat в 
них выражается, что позволяет отбирать рекДНК по устойчивости к Ст.

Наиболее часто в генной инженерии используются сильные промоторы 
E. cоli: lac-оперона – lacUV5; trp-оперона – trp; гибридный промотор tac (trp-
lac); промоторы фага λ – Рr и  Рl; некоторые сильные промоторы фагов T5, Т7. 

Помимо обеспечения сильной и регулируемой транскрипции для эффек­
тивной экспрессии чужеродных генов необходимо наличие перед этими ге­
нами оптимального сайта инициации трансляции мРНК. У бактерий этот 
сайт включает SD-кодон (последовательность из 3–9 нуклеотидов, так на­
зываемая последовательность Шайн-Делгарно, которая комплементарна 
3′-концу рибосомальной РНК), а также инициирующий кодон AUG и по­
следовательность из 3–11 нуклеотидов между первыми двумя кодонами. 
Мощный сайт инициации трансляции имеет выраженную комплементарность 
к 3′-концу 16S РНК, оптимальное расстояние между SD и AUG-кодонами.

Что касается эффективной трансляции чужеродного генома в клетках 
прокариот, то на сегодняшний день существуют три способа ее обеспечения:

Внедрение чужеродного структурного гена, лишенного собственных ре­
гуляторных областей, в хорошо экспрессируемый бактериальный геном. Точ­
ка внедрения должна быть достаточно удалена от места инициации транс­
ляции, чтобы новая последовательность не мешала эффективной инициации 
транскрипции и трансляции бактериального генома. Очевидно, что уровень 
синтеза гибридного белка будет соответствовать таковому у исходного гена. 

Создание гибридного сайта связывания с рибосомами. В этом случае 
проводят расщепление в молекуле бактериальной ДНК между последо­
вательностью SD и кодоном инициации. Чужеродный структурный ген 
несет собственный кодон инициации и несколько нуклеотидов перед ним. 
Объединение in vitro таких конструкций дает гибридный сат связывания 
с рибосомами. Если клонируемый ген взят из родственного организма, то 
он экспрессируется всегда, т. к. его трансляция начинается с собственно­
го сайта связывания рибосом. Если клонируют ген неродственного орга­
низма, то трансляция начинается с векторного сайта связывания рибосом. 
В результате образуется гибридный белок, в котором чужеродная амино­
кислотная последовательность расположена на С-конце молекулы. Воз­
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никает опасность, что клонируемый ген окажется не в рамке кодонов 
векторного гена, а содержащаяся в нем генетическая информация будет 
прочитана неверно. Чтобы выйти на правильную рамку считывания , ин­
теграцию чужеродного гена осуществляют через разные сайты рестрикции. 

Метод создания гибридного оперона основан на использовании прин­
ципа перекрывания генов. При этом феномене терминирующий кодон прок­
симального к промотору гена является одновременно частью инициирую­
щего кодона дистального гена оперона. При этом SD-последовательность 
второго гена расположена непосредственно в кодирующей области первого. 
Эта картина наблюдается в trp-опероне E. coli между генами trpE и trpD. 
Если вместо дистального гена в этой конструкции поместить чужеродный 
ген, то его трансляция будет также эффективна, как и проксимального. 

Получение сверхпродуцентов чужеродного белка может быть достигну­
то не только с помощью конструирования векторов, несущих эффективные 
сайты инициации транскрипции и трансляции, но и  за счет обеспечения 
стабильности мРНК, а также подавлением протеолиза белков. Стабильность 
мРНК в клетках E. coli повышается при введении мутаций, инактивирующих 
клеточные РНКазы. Установлено, что гены rna, rnb, rnc кодируют РНКазы 
I, II, III. А гены ams и pnp значительно влияют на стабильность мРНК.

Серьезным препятствием при получении продуцентов может являть­
ся протеолиз чужеродных белков (особенно низкомолекулярных)  в клет­
ке. Эти белки не связаны со специфическими субстратами и структурами 
клетки и воспринимаются клеткой как аномальные, подвергаясь ускорен­
ному протеолизу. Для стабилизации чужеродных белков и пептидов по­
лучают мутации типа lon и hptR либо клонируют в реципиентный штамм 
гены, контролирующие синтез ингибиторов протеиназ (например, ген pin 
фага Т4). В некоторых случаях деградация чужеродных белков предот­
вращается их сверхпродукцией. Так, при низких концентрациях β-галак­
тозидаза, лишенная на С-конце 12 аминокислот, быстро распадается. А в  
суперпродуценте  содержание дефектного фермента достигает 50  от об­
щего белка. В этих условиях белок агрегирует, что предотвращает его 
протеолиз.  Протеолиз белка можно исключить, если присоединить его к 
N-концу белка реципиентной клетки.

7.2. Экспрессия эукариотических генов 
в геноме прокариот

Еще более существенная разница в организации систем транскрипции 
и трансляции наблюдается у про- и эукариот. Кроме того, гены эукариот 
содержат интроны. А у бактерий отсутствует система сплайсинга, уда­
ляющая интроны из генов. В результате при экспрессии в них эукарио­
тических генов синтезирующиеся чужеродные продукты неактивны. 
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Поэтому для экспрессии эукариотических генов, перенесенных в бак­
териальные клетки, предлагается несколько вариантов конструирования 
рекДНК. Эти варианты отличаются только тем, что структурные гены 
по-разному стыкуются с регуляторной областью вектора. 

Схемы 1 и 2  используются тогда, когда клонируемые гены интегри­
руются в ген вектора. Для этого необходимо правильно подобрать рамку 
считывания и способ превращения гибридного белка в индивидуальный. 
По схеме 1 с помощью вектора pPL608 удалось добиться в клетках 
B. subtilis гена dhfr (кодирующего дигидрофолатредуктазу мышей, функ­
ционирующей и в бактериальных клетках). Даный фермент у мышей 
устойчив к триметоприму, тогда как дигидрофолатредуктаза бактерий 
чувствительна к нему. Это позволяет отбирать клетки, в которых экспрес­
сируется ген dhfr по их росту на среде с триметопримом. Этот пример 
показывает, что применение схемы 1 позволяет получить индивидуальные 
чужеродные белки.

Первая экспрессия эукариотического гена в бактериальной клетке 
была осуществлена в 1977 г. Г. Бойером в соавторстве. Ген гормона со­
матостатина был клонирован к клетках E. coli, причем эксперимент был 
проведен по схеме 2, так как клонируемый ген был синтезирован хими­
чески и встроен в модифицированную плазмиду pBR 322 через сайты 
EcoRI и BamHI гена lacZ. В результате экспрессии гена соматостатина 
образовался гибридный белок, содержащий на С-конце соматостатин, 
представленный 14 аминокислотами, а на N-конце – часть аминокис­
лотной последовательности β-галактозидазы. Однако гибридный белок 
не проявлял гормональной активности. Поэтому  соматостатин отщепи­
ли in vitro бромцианом, специфически гидролизующим полипептидные 
цепочки около метиониновых остатков. Индивидуальный белок был ак­
тивен.

Аналогичным образом Д. Гоэдэлл в соавторстве получили в 1978 г. 
из разных клеток E. coli А- и В-цепи человеческого инсулина. Ю. Овчин­
ников в 1980 г. также на lac-опероне E. coli экспрессировал ген лейци­
нэнкефалина  (нейролептик). В 1982 г. Д. Смит в соавторстве экспресси­
ровал ген человеческого β-урогастрона в клетках E. coli.

Схемы 3 или 4 могут быть использованы, когда клонируемый ген 
кодирует предшественник функционально активного белка. Тогда рекДНК 
конструируют, заменяя начальную часть клонируемого гена, которая ко­
дирует отщепляемый при процессинге пептид, на инициирующий кодон.

Эта схема была использована в 1979 г. Д. Гоэдэллом при создании 
клеток E. coli, продуцирующих гормон роста человека (HGH). Гормон 
состоит из 191 аминокислотного остатка, а его белок-предшественник  
имеет на N-конце сигнальный пептид из 26 аминокислот. Нуклеотидный 
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анализ гена HGH показал, что его начальную часть, соответствующую 
сигнальному пептиду, можно удалить с помощью рестриктазы HaeIII, но 
при этом отщепляются еще 23 кодона гормона. Учитывая это, вначале 
расщепляли ДНК гена рестриктазой HaeIII и клонировали фрагмент ДНК, 
несущий кодоны 24–191, затем химически синтезировали и клонировали 
полинуклеотид с кодонами 1–24, добавляя к нему инициирующий кодон 
АТГ, а также подходящие  липкие концы для внедрения фрагмента в плаз­
миду. Далее через сайт HaeIII объединяли оба фрагмента (при этом вос­
станавливая кодон 24). Ген внедряли в плазмиду pBR322 рядом с про­
мотором lac-оперона. Экспрессия гена была достаточно высока.

В 1981 г. М. Эдж с соавторами сконструировали и экспрессировали 
по схеме 4 синтезированный ими человеческий ген лейкоцитарного интер­
ферона, который по своим свойствам ничем не отличался от природного.

Схема 5 основана на том положении, что инициирующие трансляцию 
кодоны у про- и эукариот одинаковы, поэтому стало возможным присое­
динение эукариотического гена с собственным инициирующим кодоном 
АТГ к сайту связывания рибосом вектора. Эффективность экспрессии 
гена зависит от расстояния между данным сайтом и кодоном АТГ. В ла­
боратории М. Пташне в 1980 г. был разработан метод, позволяющий на­
блюдать за экспрессией клонируемого гена по его продукту – β-галакто­
зидазе. Метод предусматривает использование векторов серии рLG, 
содержащих значительную часть гена lacZ, кодирующего С-терминальный 
фрагмент β-галактозидазы. 

Однако некоторые дрожжевые гены могут экспрессироваться в клетках 
прокариот. Это возможно, потому что промоторы S.cerevisiae также со­
держат ТАТА-бокс. 

7.3. Экспрессия клонированных 
генов про- и эукариот в клетках дрожжей

Известны также работы, показывающие возможности экспрессии бак­
териальных генов в S. cerevisiae. Так, в клетках S. cerevisiae функциональ­
но экспрессируется ген β-лактамазы. В клетках дрожжей β-лактамаза син­
тезируется в виде пребелка, содержащего сигнальный полипептид. 
Пребелок подвергается процессингу, в результате чего образуется био­
логически активная β-лактамаза, не отличающаяся от таковой у E. coli.

Была продемонстрирована экспрессия в дрожжевых клетках гена ме­
тилазы B. subtilis.

При встраивании гена тимидинкиназы вируса Herpes simplex в состав 
плазмиды Yep-типа в клетках дрожжей не выявлено транскрипции чуже­
родного гена. Однако при удалении области, предшествующей инициато­



ру трансляции и замены ее на дрожжевой промотор ген стал экспресси­
роваться.

При помощи технологии комплементации определенных мутаций  
дрожжей клонированы фрагменты хромосомной ДНК S. cerevisiae: HIS4, 
ILV1, LYS1, CAN1, ADL1, причем клонирование хромосомных генов на 
мультикопийных векторах приводит к увеличенному синтезу соответству­
ющих фрагментов за счет увеличения дозы гена. Так, клетки S. cerevisiae, 
трансформированные плазмидой Yep-типа, несушей ген Ura3, имеют уро­
вень активности соответствующего фермента в 25 раз выше, чем штамм 
дикого типа. 

Функциональной комплементацией мутаций S. cerevisiae удается вы­
явить клонированные гены других эукариот. Так, клонирован фрагмент 
хромосомной ДНК Drosophila melanogaster, комплементирующий мутацию 
S. cerevisiae ADE 8. 

Была выполнена элегантная работа по клонированию гена лейкоци­
тарного интерферона человека:

1) при помощи EcoRI и BamHI был получен набор промоторных фраг­
ментов разной длины, содержащих промоторную область алкогольдеги­
дрогеназы S. cerevisiae;

2) в вектор pFRL4 встроили отобранные промоторные фрагменты, 
получая гибридные векторы pFRP;

3) в вектор по сайту EcoR1 встраивали отдельно синтезированный ген 
LeIF-α1 в виде EcoR1-рестриктов и сшивали лигазой;

4) в результате получали гибридные плазмиды разной направленности: 
в ориентации 1 и 2;

5) полученными гибридными плазмидами трансформировали дрож­
жевые клетки.

В результате у трансформантов в ориентации 1 выявляли синтез интерфе­
рона, а у трансформантов в ориентации 2 – нет. Это связано с ориентацией 
кодирующей последовательности интерферона. В первом случае оно совпада­
ет с направлением транскрипции с промотора АДН, во втором – противопо­
ложно. Биологическая активность такого интерферона – 1,3 ∙ 108  ед/л. 

Аналогичным образом были экспрессированы в клетках дрожжей гены 
сывороточного альбумина и гормона роста человека. При встройке в век­
тор кодирующей  ген γ-интерферона человека последовательности наблю­
далась продукция биологически активного интерферона до 2,5 · 107  ед/л. 

В дрожжевых клетках под контролем промоторов генов АДН1 и PGK 
удалось получить высокий уровень синтеза белка поверхностного анти­
гена (HBsAg) вируса гепатита В (до 2 мг/л культуры).



84

8	 Селекция продуцентов
аминокислот

Производство аминокислот – одна из перспективнейших отраслей 
микробиологического производства. Мировой объем производства ами­
нокислот постоянно растет. Так, в 1995 г. он составлял 1700 млн долл. К 
настоящему времени в мире производится более 800 000 т аминокислот 
стоимостью более 5 млрд долл. Аминокислоты широко применяются в 
пищевой промышленности – в качестве усилителей вкуса и аромата, ан­
тиоксидантов и пищевых добавок; в сельском хозяйстве – в качестве кор­
мовых добавок; в медицине – для терапии послеоперационных больных; 
в химической промышленности – в качестве исходных веществ при син­
тезе полимеров и производстве косметических средств.

На предыдущих лекциях мы отмечали, что продуцировать аминокис­
лоты способны те мутанты, у которых имеются генетические нарушения 
в регуляции биосинтеза. Нормальная регуляция препятствует избыточно­
му образованию и выделению аминокислот микробной клеткой.

Методы получения продуцентов аминокислот совершенствуются по 
мере углубления наших знаний об особенностях и взаимосвязях биосин­
теза аминокислот с другими метаболическими процессами в микробной 
клетке. Обычно природные свойства того или иного микроорганизма пре­
допределяют его использование в качестве объекта для селекционной ра­
боты. Такими объектами обычно служат микроорганизмы с менее сложным 
контролем биосинтеза, к которым могут быть применимы разнообразные 
генетические методы. Дальнейший прогресс в использовании методов ген­
ной инженерии будет способствовать созданию систем генетического об­
мена у традиционных продуцентов аминокислот – коринебактерий.

В промышленном масштабе аминокислоты получают в основном либо 
экстракцией из белковых гидролизатов, либо как продукты метаболизма 
микроорганизмов.

Из микроорганизмов наиболее широко используемыми в биосинтезе 
аминокислот являются традиционные глутаматобразующие бактерии, а 
также некоторые штаммы р. Bacillus. Такие представители Enterobacteriaceae, 
как E. coli и Serratia marcescens, вошли в круг объектов для селекции 
лишь в последнее десятилетие в связи с развитием исследований их ге­
нетической организации. 
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Глутаматпродуцирующие бактерии – непатогенные аэробы, сапрофи­
ты – включают представителей несколькимх родов: Corynebacterium, 
Brevibacterium, Micrococcus, Arthrobacter и др. Они объединены сходными 
таксономическими и биохимическими характеристиками, а также высокой 
степенью гомологии ДНК. Эти бактерии имеют неспорулирующие, грам­
положительные, палочковидные, неподвижные клетки. Они хорошо ути­
лизируют многие сахара, органические кислоты, спирты. Главной осо­
бенностью бактерий этой группы является способность к продукции 
больших количеств глутаминовой кислоты, что коррелирует  с потребно­
стью в биотине. В генетическом отношении они изучены слабо, однако 
известно, что из систем генетического обмена наиболее успешно приме­
няется рекомбинация на основе метода слияния протопластов. 

Обычно для повышения продуктивности этих микроорганизмов ис­
пользуют мутагенез с последующим отбором штаммов-сверхпродуцентов 
определенных аминокислот. Альтернативным подходом является выделе­
ние и изменение специфических генов, кодирующих ключевые ферменты 
определенных биохимических реакций. Впрочем, такой генно-инженерный 
подход может оказаться не столь простым. Так, в биосинтезе некоторых 
аминокислот могут участвовать несколько ферментов, которые активиру­
ются или ингибируются различными метаболитами, присутствующими в 
клетке. В такой ситуации трудно определить, какой фермент нужно мо­
дифицировать, чтобы увеличить выход конечного продукта. Кроме того, 
ученые пока не располагают исчерпывающими данными о биохимических 
свойствах этих микроорганизмов, а соответственно генно-инженерные 
подходы находятся на стадии разработки. В частности, только создаются 
экспрессирующие векторы и методики трансформации для этой группы 
микроорганизмов. Недавно у этих бактерий открыты плазмиды и разра­
ботана система для трансформации плазмидной ДНК (однако с низкой 
частотой). Показано, что плазмиды коринебактерий могут служить век­
торами для переноса генетической информации, что позволяет амплифи­
цировать гены, а также дает возможность конструировать на их основе 
новые векторы, несущие чужеродный генетический материал, экспресси­
руемый в клетках глутаматпродуцирующих бактерий. Из штамма 
Corynebacterium glutamicum выделены умеренные фаги, показана возмож­
ность трансфекции протопластов нескольких штаммов бактерий, имеющих 
разные видовые названия.

Что касается бактерий р. Bacillus – грамположительных, спорулирую­
щих, аэробных бактерий, то они являются эффективными продуцентами 
lys, trp и др. Здесь классическим подходом является генетическая транс­



86

формация и фаговая трансдукция. Разработаны методы клонирования ге­
нов в клетках бацилл с использованием в качестве векторов плазмид ста­
филококков и стрептококков. На основе этих плазмид и плазмид E. coli 
созданы гибридные плазмиды, которые могут нести крупные фрагменты 
ДНК и реплицироваться как в бациллах, так и в колях.

E. coli и Serratia marcescens – популярный селекционно-генетический 
объект – относятся к cем. Enterobacteriaceae, грамотрицательные, неспо­
рообразующие бактерии, аэробы, нефотосинтезирующие. Как объект 
селекционно-генетических работ Е. coli стала рассматриваться лишь с 
развитием методологии генной инженерии, которая позволяет клонировать 
и амплифицировать генетический материал, что может приводить к сверх­
синтезу целевого продукта. S. marcescens – почвенный и водный организм. 
Хромосомные гибриды между ним и E. coli не обнаружены, хотя воз­
можна передача эписом. Генетическая рекомбинация S.  marcescens осу­
ществляется путем трансдукции фагом PS20. Все сведения о получении 
продуцентов аминокислот на основе S. marcescens поступают от промыш­
ленной группы Tanabe Seiyaku (Япония).

8.1. Методы селекции продуцентов 
аминокислот

Аминокислоты группируют по исходному веществу, которое после 
биохимических превращений составляет основную часть углеродного 
остова их молекул. Выделяют семейства:

•	 аспарагиновой кислоты (лизин, аспарагин, треонин, метионин, изо­
лейцин);

•	 пировиноградной (аланин, валин, лейцин);
•	 глутаминовой (пролин, аргинин, глутамин);
•	 серина (глицин, цистеин, серин);
•	 ароматических аминокислот (фенилаланин, тирозин, триптофан);
•	 гистидин. 
Пути биосинтеза аминокислот, за исключением гистидина, развет­

влены, т. е. одно и то же соединение служит субстратом для двух фер­
ментов, конкурирующих за это вещество и превращающих его в различ­
ные аминокислоты.

Уровень синтеза аминокислот в клетке строго согласован с их по­
требностью и регулируется на разных уровнях:

•	 на уровне терминации транскрипции (негативный контроль – ре­
прессия, позитивный контроль – индукция);
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•	 на уровне аттенюации (работы Yanofsky, когда препятствием для 
транскрипции является наличие перед структурными генами аттенюатора);

•	 на уровне  активности ферментов пути биосинтеза (ретроингиби­
рование).

Целью селекционной работы является преобразование метаболизма 
таким образом, чтобы вызвать сверхпродукцию желаемой аминокислоты. 
Это может быть достигнуто за счет:

•	 генетического блока первого фермента боковой цепи биосинтеза;
•	 отбора мутантов с нарушенной регуляцией синтеза целевого про­

дукта (в основном за счет аналогорезистентных мутантов);
•	 использования аналога в сочетании с аминокислотами боковой цепи 

биосинтеза, что связано с поливалентным характером регуляции общего 
участка пути;

•	 генетического конструирования, если для данного штаммма раз­
работана система генетического обмена.

8.2. Селекция продуцентов аминокислот 
семейства аспарагиновой кислоты

Наиболее эффективными и уже более 35 лет используемыми в про­
мышленности являются глутаматпродуцирующие бактерии. Это объясня­
ется тем, что они имеют более простую, чем другие бактерии, систему 
регуляции синтеза данных аминокислот.

8.2.1. Продуценты  лизина

Биосинтез от аспартата до лизина у коринебактерий регулируется 
только на уровне фосфорилирования аспарагиновой кислоты. Реакция 
катализируется аспартокиназой, которая у дикого типа ингибируется ли­
зином и треонином. Поскольку синтез лизина и треонина сопряжен, то 
немаловажен здесь способ регуляции треонина: ретроингибирование на 
уровне активности гомосериндегидрогеназы (ГД), а также репрессии ее 
синтеза метионином. Общий предшественник – аспартатполуальдегид – 
расходуется у коринебактерий в основном на синтез треонина, так как 
активность ГД выше активности ДДПС в 5 раз. 

У штаммов C. glutamicum и Br. flavum известны три типа лизинпро­
дуцирующих мутантов:

1) ауксотрофы по гомосерину с отсутствием активности гомосерин­
дегидрогеназы;
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2) метионин- или треонинчувствительные штаммы с низкой активно­
стью ГД;

3) аналогорезистентные мутанты, у которых аспартаткиназа (АК) не 
чувствительна к ретроингибированию.

Наиболее высокий уровень продукции лизина наблюдается у проду­
центов первого типа, что объяснимо тем, что блок по ГД направляет син­
тез в одном направлении. Кроме того, это снимает ретроингибирование 
треонином АК.

Продуценты второго типа (например, B. flavum) продуцируют меньше 
лизина вследствие сниженной активности ГД (в 20–40 раз). Рост таких 
мутантов задерживается высокими концентрациями треонина и метиони­
на, однако и такие мутанты продуцируют до 20 г/л лизина на среде с 
глюкозой.

Мутанты третьего типа (получены преимущественно к аминоэтилци­
стеину) продуцируют избыточное количество лизина вследствие генети­
ческого изменения АК, которая становится нечувствительной к ретроин­
гибированию лизином и треонином. Такие мутанты продуцируют до 15 г/л 
лизина. Интересно, хотя и осталось до конца не выясненной роль допол­
нительной устойчивости к некоторным аналогам лизина – γ-метиллизину, 
карбобензоксилизину и др. Резистентность к этим аналогам сама по себе 
давала незначительное увеличение выхода лизина – 1,5–3 г/л. Сочетание 
этого с резистентностью к ацетилцистеину и ауксотрофностью по алани­
ну дает увеличение продукции лизина до 96 г/л.

Имеются сведения о положительном влиянии на продукцию лизина 
мутаций резистентности к аналогам пуринов, а также антибиотикам, на­
рушающим структуру клеточной стенки или функцию мембраны.

Использование этих сведений в сочетании с методом ступенчатой се­
лекции дает превосходные результаты и наиболее продуктивные штаммы 
были получены именно таким путем. По данным фирмы Ajinimоto селекция 
штамма Br. flavum AJ11241, продуцирующего лизин, состояла из 5 этапов:

1) получение аналогорезистентных мутантов, устойчивых к аминоэ­
тилцистеину (15 г/л);

2) индукция ауксотрофности по аланину (30 г/л);
3) получение резистентности к двум аналогам лизина – хлоркапро­

лактаму и метиллизину (40 г/л);
4) получение мутанта, чувствительного к фторпирувату, что повыша­

ло конверсию пирувата а ЩУК – предшественник аспартата (50 г/л).
Среди продуцентов, полученных путем генетической рекомбинации, 

следует отметить работы фирмы Kyowa Hakko. Ими были получены два 
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гибридных штамма на основе слияния протопластов с уровнем продукции 
39–41 г/л лизина. Этот метод применяют также для повышения произ­
водственных показателей штаммов. Например, протопласты штаммы 
Br.  lactofermentum сливали с протопластами продуцента глутаминовой 
кислоты, что позволило повысить скорость потребления глюкозы до 130 г/30 ч, 
а уровень продукции лизина – до 53 г/л.

Получены продуценты лизина на основе плазмидных штаммов 
B. lactofermentum и C. glutamicum. Векторами служили криптические плаз­
миды рАМ286 и рАМ330, выделенные из бактерий дикого типа, а реци­
пиентами – лизинзависимые штаммы. У лучших трансформантов про­
дуктивность составляла 2–2,5 г/л на среде с глюкозой.

В Индии получен аминоэтилцистеиновый мутант B. subtilis, который 
на среде с глюкозой за 96 ч продуцировал до 21 г/л лизина. 

В последнее десятилетие активно ведутся разработки продуцентов на 
основе E. coli. Французскими учеными создана гибридная плазмида с 
5 генами пути биосинтеза лизина (asd, dapA, dapB, dapD, lysA), которой 
трансформировали клетки реципиента, несущего две регуляторные мута­
ции. У трансформантов продукция лизина достигала 6,5 г/л.

В патенте фирмы Ajinimoto описано получение плазмидного штамма 
E. coli, причем на плазмиде клонирован не какой-то определенный ген, а 
мутантный материал, содержащий детерминенты продуктивности по ли­
зину. Однако продуктивность такого мутанта была невысока.

8.2.2. Продуценты треонина

Традиционными продуцентами треонина были и остаются коринебак­
терии, а также S. marcescens и E. coli. Этой группе бактерий также при­
сущи все перечисленные особенности регуляции синтеза аминокислот 
семейства аспарагиновой кислоты.

Продуценты на основе коринебактерий получены у штаммов Br. flavum, 
C. glutamicum, Br. lactofermentum. Высокопродуктивные штаммы получе­
ны в результате мутаций, вызывающих снятие ретроингибирования ГД, а 
также репрессии ГД. Получение продуцентов треонина основано на по­
лучении аналогорезистентных мутантов к аминоэтицистеину, аминоокси­
валериановой кислоте. 

С обнаружением плазмид у коринебактерий было предпринято кон­
струирование плазмидного продуцента треонина на основе C. glutamicum. 
На основе этого штамма с плазмидой конструировали гибридную плаз­
миду, несущую устойчивость к оксивалериановой кислоте. Однако такие 
трансформанты не давали большого выхода – 3 г/л.
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Наиболее продуктивные продуценты созданы на основе бактерий 
S. marcescens. У исходного штамма сначала были получены ауксотрофные 
мутации, блокировавшие треониндезаминазу (ТА) и треониндегидроге­
назу (ТД), которые превращают треонин в изолейцин. Затем вводили ана­
логорезистентную мутацию. При этом продуктивность штамма возрас­
тала до 40,2 г/л. 

Первые продуценты треонина на основе E. coli были ауксотрофными 
мутантами. Повышенный выход треонина у них был обусловлен дере­
прессией комплекса АК-ГД. Определенный выход вносило блокирование 
лизиновой ветки, что снимало репрессию с АК и ГД, а блокирование ТД 
приводило к отсеканию изолейциновой ветки. Ауксотрофность по трео­
нину и изолейцину сочетали с регуляторными мутациями. Такие проду­
центы давали до 6 г/л на среде с глюкозой.

На основе штамма E. coli ATCC 21246 японской фирмой Kanegafuchi 
был получен интересный продуцент треонина. Вначале получили метио­
ниновый ауксотроф, у которого затем заблокировали синтез изолейцина. 
Такой штамм давал до 8 г/л.

Относительно регуляции биосинтеза треонина у E. coli было сделано 
предположение, что фактором, лимитирующим образование треонина, 
является уровень синтеза ферментов, кодируемых треониновым опероном. 
Поэтому оперон был клонирован на векторе pBR 322 . Реципиентом слу­
жил штамм E. coli c мутацией в гене thrC. Плазмидой трансформировали 
реципиентный штамм, при этом накопление треонина составило 13 г/л.

8.2.3. Продуценты изолейцина

Для получения продуцентов изолейцина одним из самых важных мо­
ментов является отключение регуляции синтеза его предшественника –  
треонина. Резистентные к аналогам треонина (аминовалериановая кисло­
та) и изолейцина (метилтреонин) штаммы продуцировали до 14,5 г/л 
изолейцина. Причем после многоступенчатого отбора эти штаммы увели­
чивали продукцию вдвое. 

Часто для получения продуцентов изолейцина используют полученные 
продуценты треонина. Так, штамм C. glutamicum – продуцент треонина 
(до 8,5 г/л) после 7 этапов отбора с применением разнообразных аналогов 
дал до 12 г/л изолейцина.

Отечественные штаммы-продуценты изолейцина на основе Br. flavum 
и С. glutamicum были получены на основе ауксотрофов по гомосерину. 
Сначала среди них отбирали ревертантов, продуцирующих изолейцин 



91

(такие мутанты восстанавливали активность ГД, но сохраняли утраченную 
чувствительность к треонину и изолейцину). Затем получали аналогоре­
зистентные к О-метилтреонину мутанты. После ступенчатого отбора уро­
вень накопления составил 19 г/л.

У коринебактерий плазмидные продуценты  изолейцина получены на 
основе резистентного к аминовалериановой кислоте дикого типа C. glutamicum 
из клеток которого выделена плазмида PAM286. После получения гибрид­
ной ДНК была проведена трансформация реципиента. Трансформанты, 
резистентные к АОВ, давали до 1,2 г/л изолейцина за 48 ч.

Фирма Tanabe Seiyaku получила резистентный к гидроксамату изо­
лейцина мутант, который продуцировал до 3,5 г/л и нес две регуляторные 
мутации. Эти мутации путем трансдукции были перенесены в штамм, 
имевший 4 мутации. Трансдуктанты давали до 24,5 г/л изолейцина.

8.3. Селекция продуцентов 
ароматических аминокислот

Биосинтез ароматических аминокислот у микроорганизмов осущест-
вляется по сложному разветвленному пути, берущему начало от реакции 
конденсации эритрозо-4-фосфата и ФЕП. 7 реакций общего биосинтети­
ческого пути (шикиматного) приводят к образованию хоризмовой кислоты. 
Далее путь разветвляется и ведет к антраниловой кислоте – предшествен­
нику синтеза триптофана и префеновой кислоте – общему предшествен­
нику синтеза фенилаланина и тирозина. Частный путь синтеза триптофа­
на представлен 5 реакциями, а структурные гены объединены в оперон. 
Биосинтез же фенилаланина и тирозина разветвляется  от префената и 
представлен для каждой аминокислоты двумя реакциями. Регуляция био­
синтеза ароматических аминокислот у различных бактерий осуществля­
ется по-разному, что находит свое отражение в подходах к конструирова­
нию штаммов-продуцентов. Общим является то, что здесь задействованы 
как генетический контроль, так и аллостерическая регуляция.

8.3.1. Селекция продуцентов триптофана

Наиболее распространенными продуцентами триптофана являются 
E. coli, B. subtilis и коринебактерии. У E. coli и B. subtilis триптофановые 
гены объединены в оперон и находятся под контролем регуляторного trpR-
гена. Этот ген контролирует также экспрессию гена aroH, кодирующего 
один из изоферментов  ключевого фермента ароматического пути – ДАГФ-
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синтазу. Вследствие этого синтез триптофана у данных бактерий нахо­
дится под контролем репрессии синтеза ДАГФ-синтазы и АС некоторыми 
ароматическими аминокислотами. Помимо этого, ДАГФ-синтаза, АС и 
ХМ находятся под контролем ретроингибирования. Таким образом, клю­
чевыми регуляторными точками синтеза триптофана являются ДАГФ-
синтаза, ХМ, АС.

Эти сведения были использованы для направленного получения про­
дуцентов. Так, мутации в генах tyrR, aroF, tyrA, pheA у штамма E. coli 
K-12 привели к увеличению продукции триптофана в 5 раз. А подключе­
ние к этому штамму регуляторных мутаций собственного пути синтеза 
триптофана (trpR, trpE) способствовали усилению образования общих 
предшественников и повышали выход триптофана. В геном одного из 
штаммов (JP 2243)  был введен мутантный аллель гена trpS, кодирующий 
аминоацил-тРНКсинтазу. Эта мутация повышала уровень ферментов син­
теза триптофана за счет частичного нарушения аттенюации trp-оперона. 
После введения такой мутации уровень выхода триптофана повысился в 
1,5 раза. После этого в клетки штамма была введена плазмида pUM101, 
несущая мутантные гены trpE, не чувствительные к ретроингибированию. 
Уровень синтеза триптофана такими клетками повысился еще на 80 %. 
Наивысшая продуктивность таких штаммов – 1,2 г/л за 24 ч.

Вообще,  для создания на основе E. coli продуцентов триптофана 
генно-инженерными методами, конструируют многокопийные гибридные 
плазмиды, несущие мутантный trp-оперон. В качестве реципиентов ис­
пользуют штамм с делецией, охватывающей все структурные гены опе­
рона либо несущего мутацию в регуляторном гене trpR. Наиболее про­
дуктивный из полученных таким образом продуцентов накапливал до 
6,2 г/л триптофана.

Описаны работы с колийными штаммами, в которых, используя  плаз­
миду pSC101, образующую 5 копий на хромосому. Получали гибридную 
плазмиду, несущую все гены trp-оперона дикого типа. Клетки трансфор­
мировали такой плазмидой и у трансформантов получали резистентные 
к 5-метилтриптофану мутанты. Наибольший уровень накопления у таких 
мутантов – 3,5 г/л.

Интересно отметить, что при определении зависимости уровня на­
копления триптофана от числа копий плазмид, несущих мутации в гене 
trpR и структурных генах оперона,  было показано, что наиболее высокий 
уровень имеют штаммы, обладающие 5 копиями плазмиды pSC115. При 
меньшем или большем количестве копий на клетку (векторы RP4 или 
RSF100) уровень накопления составлял соответственно 1,8 и 2,6 г/л.
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Наиболее продуктивным был плазмидный штамм, растущий на глю­
козе с подпиткой антраниловой кислотой – 6,2 г/л триптофана.

Конструируя продуценты триптофана на основе штаммов B. subtilis, 
исследователи должны учитывать определенные отличия в регуляции био­
синтеза ароматических аминокислот от таковых у E. coli. ДАГФ-синтаза 
этого штамма репрессируется тирозином и фенилаланином и ингибиру­
ется хоризматом и префенатом. ХМ – ингибируется префенатом.

Наиболее продуктивные штаммы на основе были получены в Японии 
и СССР (России) с применением методики получения аналогорезистент­
ных мутантов.  Фирма Ajinomoto получала продуценты с помощью 5-фтор­
триптофана и 5-метилтриптофана, которые давали до 7 г/л аминокислоты. 
Полученные в СССР с помощью аналогов триптофана, тирозина и фени­
лаланина продуценты давали до 10–12 г/л  триптофана за 48 ч культиви­
рования.

Фирма Kyowa Hakko для получения триптофана использовала бакте­
рии C. glutamicum. Ими было получено 7 ауксотрофных мутантов, спо­
собных накапливать триптофан до 0,15 г/л и зависимых по фенилаланину 
и тирозину. Наиболее продуктивный штамм был отобран на резистент­
ность к аналогам ароматических аминокислот. На первых четырех этапах 
использовали аналоги триптофана, в результате чего был получен штамм, 
дающий 4,9 г/л. Затем использовали аналоги фенилаланина и тирозина и 
получили продукцию до 12 г/л.

Получены первые положительные результаты в увеличении выхода 
триптофана, синтезируемого C. glutamicum. Для этого в клетки C. glutamicum 
дикого типа была введена вторая копия гена, кодирующего антранилат-
синтазу, лимитирующую синтез триптофана. 

Эксперимент проводили по следующей схеме:
1.	 Библиотеку хромосомной ДНК Br. flavum клонировали в челночном 

векторе C. glutamicum – E. coli и ввели в мутантный штамм  C. glutamicum, 
не синтезирующий активной антранилат-синтазы.

2.	 Трансформанты отбирали по их способности к росту в отсутствие 
антрониловой кислоты.

3.	 Рекомбинантную плазмиду, несущую ген антранилат-синтазы пере­
носили в клетки C. glutamicum дикого типа.

В результате уровень синтеза триптофана увеличился на 130 %, что 
связано с более эффективным использованием доступных предшественников.

Еще более высокий уровень синтеза триптофана достигался при вве­
дении в клетки C. glutamicum модифицированных генов 3 ключевых фер­
ментов: ДАГФ-синтазы, АС и ФРТ. Гены, кодирующие эти ферменты, 



94

благодаря внесенным в них мутациям стали нечувствительны к ингиби­
рованию конечным продуктом (ретроингибирование).

В качестве альтернативы для синтеза аминокислот можно использовать 
E. coli. Этот микроорганизм хорошо изучен, а генно-инженерные методы 
работы с ним более или менее детально разработаны.

У штамма Br. flavum после многократной селекции к аналогам трип­
тофана и фенилаланина был получен мутант, дающий до 4 г/л триптофа­
на. Последующее блокирование синтеза фенилаланина увеличило выход 
до 6,2 г/л. А продуценты, отобранные по устойчивости к 5-фтортрипто­
фану, давали до 8 г/л триптофана.

У штамма Br. flavum были получены мутанты, резистентные к азасери­
ну – аналогу хоризмата. Наиболее продуктивные из них давали до 10,3 г/л.

8.3.2. Селекция продуцентов фенилаланина

Для получения продуцентов фенилаланина используют бактерии тех 
же родов, что и для получения триптофана. Здесь также наиболее при­
менимой методикой является ступенчатый отбор аналогорезистентных 
мутантов с использованием фторфенилаланина, тиэнилаланина и амино­
фенилаланина. Исходными штаммами, как правило, являются ауксотрофы 
по тирозину. Блокирование синтеза этой аминокислоты не только снижа­
ет расход общих предшественников на смежный синтез, но и нарушает 
регуляцию ДАГФ.

Так, штамм C. glutamicum, выделенный на основе тирозинового аук­
сотрофа с применением ступенчатой селекции по аналогам фенилалани­
на, продуцировал до 9,5 г/л фенилаланина. Известны штаммы, созданные 
по такой же схеме, дающие до 17 г/л фенилаланина.

Наиболее высокие показатели для продуцентов фенилаланина (до 23 г/л) 
достигнуты на основе бактерий Brevibacterium. Все они обладают по­
требностью в тирозине либо триптофане и отбираются по устойчивости 
к аналогам фенилаланина и триптофана. Так, штамм Br. lactofermentum 
AJ 3699, ауксотрофный по тирозину, триптофану и метионину, а также 
резистентный к  ФФ и 5-МТ продуцирует за 72 ч ферментации 23 г/л 
фенилаланина. Этот же штамм на дешевых средах с ацетатом или этано­
лом дает до 20 г/л .

Публикации последних лет свидетельствуют об активном использо­
вании в качестве продуцентов фенилаланина  бактерий E. coli и B. subtilis. 
С использованием транспозонного мутагенеза, конъюгации и трансдукции 
был сконструирован штамм E. coli NST37, который несет 7 мутаций в 
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генах, кодирующих частный путь синтеза фенилаланина и шикиматный 
участок пути. Мутации в структурных генах aroG и  aroF вызывают утра­
ту чувствительности двух изоферментов ДАГФ-синтазы (фенилаланино­
вого и тирозинового). Мутация  в регуляторном гене tyrR снижает репрес­
сию синтеза этих изоферментов. Мутация в операторной области pheA 
устраняет репрессию ХМ-ПДТ фенилаланином. А мутация в структурном 
гене pheA снимает ретроингибирование ПДТ. Мутации в структурных 
генах tyrA и trpE блокируют синтез тирозина и триптофана. Такой штамм 
продуцировал около 1 г/л фенилаланина.

8.3.3. Селекция продуцентов тирозина

Наиболее эффективные продуценты тирозина получены в настоящее 
время на штаммах C. glutamicum. В серии публикаций японской фирмы 
Kyowa Hakko описывается схема подобных работ. Исходным для селекции 
штаммом являлся штамм C. glutamicum дикого типа АТСС 13032. У него 
были получены ауксотрофные мутации по фенилаланину. Затем на 7 эта­
пах отбора получали мутанты, резистентные к четырем аналогам фени­
лаланина и тирозина. Такой штамм продуцировал до 18 г/л тирозина. 

Таким образом, селекционная работа по получению продуцентов аро­
матических аминокислот основана  в настоящее вроемя на получении 
регуляторных мутантов, множественных ауксотрофных и аналогорези­
стентных мутаций. Основные прдуценты аминокислот этого класса – бак­
терии семейства коринебактерий, энтеробактерий и бациллы. 

8.4. Селекция продуцентов аминокислот 
семейства глутаминовой кислоты

Способность к выделению в среду больших количеств глутаминовой 
кислоты – отличительнная особенность штаммов дикого типа, принад­
лежащих к особой группе коринебактерий. Дикие типы таких бактерий 
могут продуцировать до 32–4 г/л глутаминовой кислоты. Поэтому  все 
без исключения промышленные штаммы получены на основе этих микро­
организмов. 

Активное исследование причин такой сверхпродукции стало прово­
диться не так давно. В середине 1980-х гг. японскими исследователями 
было показано, что синтез глутаминовой кислоты у Br. flavum находится 
под контролем репрессии и ретроингибирования на уровне следующих 
ферментов:
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1)	 ингибирование активности глутаматдегидрогеназы глутаматом;
2)	 синергидное ингибирование ативности ФЕП-карбоксилазы α-ке­

тоглутаратом и аспартатом;
3)	 репрессия синтеза ФЕП-карбоксилазы глутаматом и аспартатом.
Столь жесткий контроль синтеза обеспечивает продукцию глутами­

новой кислоты в объемах, достаточных для жизнедеятельности клетки, и 
сверхсинтез этого продукта природными штаммами микроорганизмов 
вызван особыми физиологическими условиями, в которых происходит 
торможение роста клетки. Клеточная мембрана  в таких условиях пре­
терпевает структурные и функциональные изменения и становится высо­
копроницаемой для аминокислот. Подобные условия создаются при ли­
мите биотина в среде (синтез биотина связан с синтезом компонентов 
клеточной мембраны). 

В результате интенсивного выхода образуемой глутаминовой кислоты 
из клетки ее внутриклеточная концентрация поддерживается на низком 
уровне, и регуляция синтеза конечным продуктом сильно ослаблена. Если 
же условия культивирования обеспечивают нормальный рост клеток, то 
глутаминовая кислота не вырабатывается в значительном количестве. В 
связи с высокой продуктивностью штаммов дикого типа и преимуще­
ственным использованием в производстве глутаминовой кислоты сырья, 
бедного по биотину (крахмал, уксусная кислота), сообщений о конструи­
ровании продуцентов на основе мутантов практически не было. Однако 
в последнее десятилетие появились разработки, связанные с конструиро­
ванием in vivo  и in vitro.

Фирма Ajinomoto патентует способ получения глутаминовой кислоты 
с использованием C. glutamicum и Br. flavum мутантов, которые отличались 
резистентностью к ингибиторам дыхания (малоновая кислота, КCN, ар­
сенит натрия) или ингибитору реакции фосфорилирования АДФ (гидро­
ксиламин, динитрофенол, гуанин).

Разработан процесс получения глутаминовой кислоты с использовани­
ем мутантов C. glutamicum и Br. flavum, устойчивых к аналогам пуринов и 
пиримидинов. Мутанты, отобранные по устойчивости к 6-азаурацилу, про­
дуцировали до 31 г/л аминокислоты, тогда как дикий тип давал 2–3 г/л.

Процесс накопления глутаминовой кислоты можно контролировать с 
помощью изменения температурного режима культивирования. Темпера­
турочувствительность мутантов, по-видимому, связана со структурными 
изменениями в клеточной мембране, которые проявляются в клеточной 
мембране и способствуют выделению глутаминовой кислоты из клетки. 
Мутанты дикого типа продуцируют до 26 г/л аминокислоты, тогда как 
дикий тип давал до 6–11 г/л.
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Одним из распространенных методов получения мутантов, продуци­
рующих сверхколичества глутаминовой кислоты является отбор мутантов 
по чувствительности к лизоциму, имеющих, по-видимому, некоторые де­
фекты клеточной мембраны. Некоторые из таких мутантов продуцируют 
глутаминовую кислоту с выходом 40 % от источника углерода.

Основным приемом в селекционной работе со штаммами-продуцента­
ми глутаминовой кислоты является ступенчатый отбор после мутагенно­
го действия.

Однако в последние годы наметилась тенденция генно-инженерного 
подхода к этой проблеме. В этих разработках используются плазмиды 
коринебактерий. В запатентованном фирмой Ajinomoto способе получения 
таких штаммов донорами хромосомной ДНК служат мутанты, устойчивые 
к кетомалоновой кислоте и чувствительные к повышенной температуре. 
Векторами служат плазмиды рАМ286 и рАМ330. Штаммы-реципиенты 
конструируют на основе доноров, получая у них ауксотрофную мутацию 
по глутаминовой кислоте. На глюкозосодержащих средах такие мутанты 
продуцировали до 10 г/л.

Показана возможность плазмидных штаммов-продуцентов глутами­
новой кислоты у E. coli. Однако сконструированные штаммы не отлича­
ются достаточной продуктивностью.

8.5. Селекция продуцентов пролина

L-Пролин синтезируется из глутамата в результате его АТФ-зивисимого 
восстановления. Реакция протекает ферментативно через образование ацил­
фосфата. Продукт самопроизвольно циклизуется и превращается в пролин.

В последние годы был разработан фирмой Tanabe Seiyaku ряд спосо­
бов получения продуцентов пролина на основе энтеробактерий – E. coli 
и S. marcescens. Использование традиционных селекционно-генетических 
подходов с применением методики ступенчатого отбора позволило по­
лучить высокопродуктивные мутанты. Так, японскими учеными у S. mar
cescens был получен мутант, не усваивающий пролин в качестве источ­
ника углерода. На его основе получали мутанты, устойчивые к аналогу 
пролина 3,4-дигидропролина. На следующем этапе селекции использова­
ли другой аналог пролина – тиазолиндикарбоксилат. Среди полученных 
мутантов наиболее продуктивные штаммы давали 25,6 г/л за 72 ч. На 
основе этого штамма был получен мутант, резистентный к аналогу про­
лина – азетидинкарбоновой кислоте, продуцирующий за 96 ч инкубации 
62,5 г/л пролина.
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Перечисленные аналоги пролина токсичны и для E. coli. С их помо­
щью получают мутанты E. coli, продуцирующие до 1 г/л пролина. Гене­
тический анализ таких мутантов, устойчивых к аналогам пролина с де­
сенсибилизированной глутаматкиназой (которая ингибируется пролином), 
показал, что нарушение регуляции биосинтеза пролина вызывает сверх­
синтез данной аминокислоты, но этот пролин не выделяется в среду. Для 
экскреции пролина необходимы мутации, затрагивающие его транспорт 
(ген putP) или окисление (putA). Наиболее  эффективно экскретируется 
пролин при блокировании обоих генов.

Получены продуценты пролина на основе E. coli с использованием 
клонирования генов биосинтеза этой аминокислоты. На векторе pBR322 
клонированы гены мутанта, устойчивого к аналогам лизина и пролина.  
Гибридные плазмиды вводили в клетки E. coli и отбирали трансформан­
ты. В результате получены трансформанты, продуцирующие до 0,8 г/л 
пролина.

Наиболее эффективный плазмидный продуцент E. coli был получен 
американской фирмой Betesda. На одной плазмиде объединили все три 
гена биосинтеза пролина – proA, B и С. На плазмиде клонирован темпе­
ратурочувствительный левый промотор бактериофага λ, с которого ини­
циировалась транскрипция пролиновых генов. Реципиентом служил мутант 
штамма К-12 с блоком по деградации пролина. Продуцент давал за 48 ч 
до 28 г/л. пролина.

Что касается коринебактерий, то о регуляции биосинтеза пролина у 
них известно немного. Показано, что пролин не оказывает на свой синтез 
ни репрессирующего, ни ингибирующего действия. Вместе с тем полиа­
уксотрофы, например Br. flavum (по гистидину, аргинину, изолейцину, ме­
тионину) на средах с глюкозой дают до 25 г/л пролина. Это объясняется 
тем, что выключены ключевые ферменты соответствующих путей синтеза, 
что создает в клетке у мутантов избыток углеродных предшественников и 
АТФ, который повышает активность первого и ключевого фермента пути 
синтеза пролина. Такие ауксотрофы дают до 15 г/л пролина.

В последние годы разработан метод индукции мутаций устойчивости 
к сульфаниламидам, что обусловливает накопление пролина в клетке. Если 
изолейциновый ауксотроф дает до 15 г/л, то его сульфагуанидинрезистент­
ный мутант – до 29 г/л пролина. 

Применение аналога пролина (3.4-дигидропролина) также позволяет 
повысить его продукцию. Такие мутанты продуцируют до 12–15 г/л. Су­
щественные результаты достигнуты при использовании аналогов пуринов 
и пиримидинов при работе с C. glutamicum, Br. lactofermentum. Получен­
ные мутанты продуцируют на среде с глюкозой до 38,5 г/л за 96 ч.
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Попытки получить продуценты пролина методами генной инженерии 
предпринимаются на основе энтеробактерий – E. coli и S. marcescens. 
Наиболее удачные работы проведены на E. coli. В патенте ФРГ  донором 
для клонирования служил мутант E. coli, устойчивый к дигидропролину. 
На его основе получены гибридные плазмиды, несущие структурные гены 
proAB и proC . Таким образом, на одной плазмиде были клонированы все 
гены пролинового синтеза (известно, что у E. coli гены pro А, B, С коди­
руют ферменты, катализирующие 2, 1 и 4 стадии синтеза пролина из 
глутамата; 3 стадия протекает неферментативно). В качестве реципиента 
был взят ауксотрофный по пролину мутант, который был снабжен еще и 
ауксотрофностью по лейцину. Трансформанты обладали продуктивностью 
до 16 г/л пролина.

Наиболее эффективный пролиновый продуцент (до 27 г/л) на основе 
генно-инженерных разработок был получен американской фирмой Betesda. 
На одной плазмиде были объединены три гена биосинтеза пролина, а 
также температурочувствительный левый промотор бактериофага λ, с 
которого инициировалась транскрипция пролиновых генов. Реципиентом 
служил мутант штамма К-12 с блокированным катаболизмом пролина. 
Плазмидный продуцент после повышения температуры  продуцировал до 
27 г/л пролина.

8.6. Селекция продуцентов гистидина

В селекции продуцентов гистидина традиционными объектами явля­
ются коринебактерии. В работе с этими бактериями японская фирма Kyowa 
Hakko использовала ступенчатый отбор:

1) получали ауксотрофные мутации по одной из трех ароматических 
аминокислот мутантов C. glutamicum. У таких мутантов было отмечено 
существенное повышение продукции гистидина (почти двухкратное);

2) получение регуляторных мутаций к аналогам гистидина (1,2,4-три­
азолаланин, 2-тиазолаланин). Лучшие варианты, устойчивые к обоим ана­
логам, продуцировали 6–8 г/л гистидина в среду с мелассой за 96 ч;

3) полученные продуценты использовали для получения устойчивых 
к аналогам пуринов (6-меркаптоэтанол, 8-азагуанин). Аналоги пуринов 
использовали с целью отбора мутаций, усиливающих синтез предшествен­
ников гистидина;

4) на следующем этапе селекции были использованы аналоги пири­
мидинов (4-тиаурацил, 6-азаурацил), ингибирующие реакцию образования 
ФРПФ. Получены штаммы, выделяющие до 14–15 г/л гистидина за 96 ч;
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5) завершающим этапом в селекции продуцентов на основе корине­
бактерий является использование аналогов аминокислот (2-амино- 
3-оксивалериановая кислота, 3-амино-1,2,4-триазол, имидазол), сульфа­
ниламидов, антибиотиков-ингибиторов РНК-полимеразы.

Японская фирма Tanabe Seiyaku на своем традиционном объекте 
S. marcescens добилась высокого уровня продукции гистидина. Получив 
серию аналогорезистентых мутантов, у которых был блокирован путь 
деградации гистидина, уровень его продукции составил 7 г/л.

Чтобы объединить в одном геноме регуляторные мутации, обнаружен­
ные у разных мутантов, применили методику трансдукции. В трех про­
веденных скрещиваниях донорами служили разные аналогорезистентные 
мутанты, реципиентом – 2-метилгистидинрезистентный мутант. Наиболь­
ший уровень продукции гистидина – 17 г/л.

Генно-инженерные разработки проводились также и на бактериях 
E.  coli и B. subtilis. Донором для E. coli был штамм, резистентный к            
2-тиазолаланину, вектором – плазмида pBR322. Гибридной ДНК транс­
формировали клетки реципиента, отбирая трансформанты, устойчивые к 
антибиотику. Затем плазмидной ДНК из этих трансформантов трансфор­
мировали клетки и получали продуцент, дающий до 2,5 г/л.

Донором ДНК у B. subtilis служил штамм, резистентный к аналогу 
гистидина, ауксотрофный по аргинину и лейцину, вектором – плазмида 
pUB110. Трансформанты продуцировали до 2,3 г/л гистидина.

Таким образом, в селекционной работе по получению продуцентов 
аминокислот наметились следующие основные тенденции.

1. Традиционный объект – коринебактерии. В работе с ними исполь­
зуются традиционные методы (индукция мутаций, ступенчатый отбор, 
метод слияния протопластов), а также методы генной инженерии (с ис­
пользованием плазмид коринебактерий в качестве основы для создания 
гибридных векторов). Нужно отметить, что полученные генно-инженерными 
методами штаммы не могут конкурировать по уровню продукции с соз­
данными традиционными методами. Решение этой проблемы особенно 
касается продуцентов триптофана, фенилаланина, тирозина, изолейцина, 
лейцина. Уровни синтеза этих аминокислот, несмотря на многолетнюю 
селекционную работу, не превышают 12 г/л (для триптофана) и 15–25 г/л 
(для других). Даже в случаях таких высокопродуктивных штаммов, как 
продуценты лизина, глутамина, пролина (до 60–96 г/л) заманчиво при­
менить методы генной инженерии не только для увеличения продуктив­
ности, но и для улучшения свойств штаммов.

2. Повышение интереса к E. coli как к объекту селекционной работы. 
Однако существенный эффект был достигнут только при создании про­



дуцентов треонина и гомосерина в работах института «ВНИИ Генетика», 
а также продуцентов пролина в фирме Betesda. У плазмидного продуцен­
та треонина реализовано важнейшее промышленное свойство E. coli – 
высокая скорость роста, что сокращает ферментацию до 30–40 ч. Но в 
остальных случаях, несмотря на значительное насыщение генома необ­
ходимыми мутациями и дополнительную амплификацию фрагмента или 
целого оперона, не было выделено продуцентов, способных конкурировать 
с коринебактериями или B. subtitlis. Вероятно, что для сверхсинтеза не­
которых аминокислот необходимо амплифицировать не только гены со­
ответствующего оперона, но и гены, ответственные за синтез предше­
ственников.

3. У S. marcescens достигнуты высокие уровни продукции треонина 
(40 г/л), пролина (62 г/л), гистидина (20 г/л), аргинина (65 г/л). Относи­
тельным недостатком этого вида является длительная ферментация – 96 ч. 
Наивысшие уровни продукции были вызваны традиционными методами.

4. Работы с представителями р. Bacillus развивались в последнее вре­
мя медленно. Уровни продуктивности по триптофану (7–12 г/л), лизину 
(20 г/л) достигаются исключительно за счет регуляторных мутаций. Генно-
инженерные разработки практически не проводятся.

Таким образом, состояние селекционных работ с этими микроорга­
низмами не дает возможности выделить какой-то предпочтительный объ­
ект. Методы генной инженерии вносят новые возможности в селекцию 
продуцентов аминокислот, но основными остаются получение регулятор­
ных мутантов с множественными мутациями.
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9	Селекция продуцентов
ферментов

В настоящее время человечеству известно около 2000 ферментов, из 
них только две сотни получены или синтезированы как индивидуальные 
соединения. Вместе с тем микроорганизмы представляют большой инте­
рес как продуценты этих соединений. Этот интерес обусловлен рядом 
факторов:

•	 метаболизм микроорганизмов (следовательно, и работа ферментных 
систем) отличаются высокой интенсивностью. КПД работы клеток 
Azotobacter в 200–400 раз превышает таковой у клеток печени человека;

•	 микроорганизмы отличаются высокой степенью прироста биомассы;
•	 многие микроорганизмы растут на дешевых средах (целлюлоза, 

углеводороды нефти, метан, метанол и т. д.);
•	 микроорганизмы могут продуцировать  ферменты во внешнюю 

среду (экзоферменты) и это не требует разработок специальных техноло­
гий по их выделению;

•	 микроорганизмы являются источником некоторых уникальных фер­
ментов: танназы (расщепляет дигаллат до галловой кислоты), рацемазы 
(превращение аминокислот), кератиназы (гидролизирующей серосодер­
жащие белки – кератины), пенициллиназы (расщепление пенициллина до 
пеницилловой кислоты), нитрогеназы (образование аммиака из молеку­
лярного азота и  воды);

•	 некоторые бактерии (термофильные) имеют оптимум роста 60–
80  °С и выше, что позволяет получать на их основе термостабильные 
ферменты и белки. Так, экстремальный термофил Thermus aquaticus об­
ладает энолазой с оптимумом действия при 90 °С. А  гриб Malbranchea 
pulchella выделяет термостабильную протеиназу, сохраняющую активность 
при 73 °С;

•	 большой интерес как продуценты ферментов представляют анаэ­
робные микроорганизмы. Использование этих организмов позволит про­
водить процесс в больщих емкостях с высоким слоем сред; 

•	 ферменты, продуцируемые многими микроорганизмами, являются 
индуцибельными. Так, синтез β-галактозидазы Е. coli индуцируется лак­
тозой и происходит через 3 мин после ее внесения.

В настоящее время микробиологическим способом получают разно­
образные ферменты  (как правило, это внеклеточные ферменты – их про­
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изводство относительно дешево). Всего же 90 % от объема производства 
ферментных препаратов составляют следующие: гидролазы,  протеазы, 
гликозидазы, липазы и другие.

9.1. Ферменты, гидролизующие 
крахмал

Наиболее важными промышленными гидролазами являются фермен­
ты, гидролизующие крахмал (α-амилаза; β-амилаза; глюкоамилаза; глю­
коизомераза). Их традиционными продуцентами являются бациллы. 

Так, наибольшее промышленное значение для получения бактериаль­
ной α-амилазы (фермента, «осахаривающего» крахмал) имеют 
B.  amyloliquefaciens и B. licheniformis. Имеются генно-инженерные раз­
работки продуцентов этого фермента на основе бактерий B. subtilis. Япон­
скими учеными сконструирована гибридная плазмида pTV B257, в кото­
рой структурный ген bla β-лактамазы E. coli соединен с α-амилазным 
геном amyE. Такой плазмидой трансформировали клетки штамма B. subtilis, 
дефектные по α-амилазе. Трансформанты отличались уровнем продукции 
фермента на порядок превышающем синтез его у исходного штамма. 
α-Амилаза получена также в виде промышленного препарата из Aspergillus 
oryzae, но в отличие от бациллярных амилаз, этот фермент является гли­
копротеином и обнаруживает более низкую термостабильность.

Широко используемая в пивоваренной и спиртовой промышленности 
β-амилаза, также получается на основе бацилл: B. cereus, B. polymuxa,  
B.  megaterium, а также на основе некоторых штаммов Pseudomonas и 
Streptomyces.

Глюкоамилаза (также гидролизующая крахмал) производится преиму­
щественно на основе грибов, так как у бактерий практически не встреча­
ется. Ферменты из Aspergillus, Rhizopus, Endomyces преобладают на рын­
ке, однако предпочтение отдается первому, так как ферменты на его 
основе более термостабильны. 

Глюкоизомеразу (фермент, осуществляющий превращение глюкозы во 
фруктозу, что обеспечивает сладость продукта и используется в пищевой 
промышленности)  получают на основе Lactobacillus brevus, Streptomyces 
albus, B. coagulans. Появились сообщения о конструировании штамма 
Saccharomyces diasaticus, являющегося продуцентом глюкозоамилазы. 
Штамм получен путем слияния протопластов гаплоидных штаммов, что 
увеличило копийность гена STA, отвечающего за синтез глюкозоамилазы.

К классу гидролаз относятся также липазы. Из имеющих промышлен­
ное значение выделяются триацилглицеролгидролазы и ацилгидролазы, 
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которые осуществляют гидролиз триглицеридов  с образованием глице­
рина и жирных кислот.

Продуцентами внеклеточных липаз являются грибы из родов Aspergillus, 
Mucor, Rhizopus, Geotrichum, дрожжи Candida и бактерии Pseudomonas. 
Большое практическое значение имеет микробиологический синтез пе­
нициллинамидаз, которые гидролизуют пенициллин. Фермент использу­
ется для химического синтеза замещенных пенициллинов, а также инак­
тивации антибиотика. Наиболее эффективными продуцентами этого 
фермента являются штаммы E. coli, Neurospora crassa. 

Широкое применение в пищевой, деревообрабатывающей и легкой 
промышленности находит целлюлаза. Этот фермент, участвующий в дер­
гадации целлюлозы, получают на основе плесневых грибов Trichoderma 
reesei. Еще один фермент, участвующий в разложении целлюлозы до глю­
козы – β-глюкозидаза. Активными продуцентами этого фермента являют­
ся Aspergillus spp., а также дрожжи Cladosporium resinae. Специфический 
фермент, обладающий целлюлолитической активностью – эконаза  – на­
ходит широкое применение в легкой и пищевой промышленности для 
редукции солода и утилизации целлюлозы. Продуценты – Trichoderma 
reesei (продуктивность – 50 000 – 80 000 ед/мл).

Промышленными продуцентами изомераз – ферментов, гидролизую­
щих сахарозу до глюкозы и фруктозы и используемых в кондитерской и 
пищевой промышленности, являются дрожжи Saccharomyces cerevisiae. 
Продуцентами лактазы – фермента, гидролизующего лактозу до глюкозы 
и галактозы, являются грибы рода Aspergillus.

9.2. Протеолитические 
ферменты

Являются самыми распространенными из всех секретируемых микроб­
ных ферментов. Микробные протеазы группируются в три класса: сери­
новые, металло- и кислые протеазы, которые обладают различным опти­
мумом активности при щелочной, нейтральной и кислой реакциях среды, 
соответственно. Сериновые и металлопротеазы производятся в промыш­
ленном масштабе на основе  штаммов бацилл, а кислые – из грибов (глав­
ным образом, Mucor и Endothia). Сериновые протеазы используются в 
производстве моющих средств для очистки одежды и по своим свойствам 
напоминают животный фермент трипсин. Металлопротеазы применяются 
в пищевой, кожевенной и пивоваренной промышленности. Кислые про­
теазы используются для производства сыров и имеют свойства, сходные 
с животным пепсином.
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Следует отметить, что протеазы, ферменты гидролиза крахмала и глю­
козоизомераза в целом заполняют рынок производства ферментов на 90 %. 
Все остальные из перечисленных ферментов составляют лишь незначи­
тельный процент.

Большое значение имеет производство очищенных ферментов для 
исследовательских целей, в частности, эндонуклеаз рестрикции. Ассор­
тимент рестриктаз в мировом производстве очень широк. Большинство 
рестриктаз получают из штаммов E. coli, B. subtilis, Haemophilis infuenzae, 
Micrococcus spp. и др.

9.3. Селекция штаммов-продуцентов 
важнейших ферментов

В селекции продуцентов ферментов используются как традиционные 
в селекции микроорганизмов подходы (мутагенез и ступенчатый отбор 
на сверхсинтез), так и методы генной инженерии (получение генетических 
рекомбинантов и клонирование генов). Все эти методы традиционно на­
правлены на изменение или полное снятие  регуляции синтеза ферментов. 
Известно, что эта регуляция осуществляется на пяти основных стадиях:

1)	 связывание РНК-полимеразы и инициация транскрипции;
2)	 индукция или дерепрессия транскрипции;
3)	 катаболитная репрессия транскрипции;
4)	 связывание рибосом и стабильность мРНК; 
5)	 проникновение фермента через мембрану и стенку клетки с по­

следующим процессингом (если это внеклеточный фермент).
Мутанты по РНК-полимеразе легко выделяют с помощью селекции 

на антибиотикоустойчивость (например, к рифампицину или стрептоли­
дигину). Такой подход использовался в получении продуцентов α-амилазы 
у B. subtilis. Нарушение синтеза данного фермента происходило, очевид­
но, вследствие изменения узнавания мутировавшей РНК-полимеразой 
промоторов для генов α-амилазы.

Индукция или репрессия ограничивают экспрессию многих оперонов 
внеклеточных ферментов. Соответственно мутации, приводящие к устра­
нению потребности в индукторе либо снимающие репрессию, обеспечи­
вают конститутивный синтез данного продукта. Так, фенил-β-D-галактозид 
можно использовать для отбора на конститутивный синтез β-D-галак­
тозидазы у E. coli. Примером получения продуцента промышленного мас­
штаба может служить синтез глюкоизомеразы у Streptomyces phaechro
mogenes. Этот фермент используется для метаболизма ксилозы и ликсозы, 
однако ликсоз не индуцирует его синтез. Поэтому проводят отбор мутан­
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тов, выросших на среде с ликсозой, поскольку они будут иметь консти­
тутивный синтез этого фермента.

Мутанты, нечувствительные к катаболитной репрессии, представ­
ляют ценность в нескольких отношениях. Во-первых, они синтезируют фер­
менты на ранних стадиях ростового цикла культуры. Во-вторых, они всегда 
секретируют ферменты на более высоком уровне и допускают использование 
дешевых субстратов. Такие мутанты получают несколькими путями:

•	 простой отбор мутантов на агаризованных средах, содержащих 
высокие концентрации глюкозы или глацерола;

•	 путем селекции на рост в присутствии антиметаболитов, например 
целлобиозы. Таким путем были получены, например, продуценты глюко­
зидазы из Trichoderma;

•	 отбор на способность к спорообразованию в присутствии глюкозы 
путем пасеризации культур. Так, мутанты Actinomyces fradiae дерепрес­
сированы в отношении спорообразования в присутствии глюкозы и об­
разуют повышенное количество сериновой протеазы благодаря мутации 
в области catA.

Что касается контроля трансляции, то существует три способа ее мо­
дифицировать:

а) увеличить стабильность мРНК;
б) повысить эффективность сайтов инициации трансляции;
в) повысить элонгацию цепи.
Мутации, изменяющие секрецию ферментов, особенно полезны для 

повышения выхода ферментов, хотя молекулярные механизмы этих про­
цессов редко расшифрованы. Такие мутации получают селекцией на устой­
чивость к различным антибиотикам, изменяющим структуру клеточной 
стенки. Например, по устойчивости к циклосерину, ампициллину, ново­
биоцину были получены продуценты у B. subtilis, секретирующие в 5 раз 
больше фермента, чем исходный штамм. Сходным образом были получе­
ны продуценты у Fusarium и Trichoderma.

9.4. Конструирование продуцентов ферментов 
с помощью генетической инженерии

Для получения рекомбинантов при селекции продуцентов ферментов 
обычно используется техника переноса генов. У грамотрицательных бак­
терий (в основном E. coli) применяют конъюгацию, основанную на мо­
билизации хромосомы с помощью конъюгативных плазмид. У других 
бактерий применяют трансдукцию либо транспозоновый мутагенез. У 
грамположительных бактерий (B. subtilis) успешно применяют трансфор­
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мацию. Например, в селекции промышленного штамма B. subtilis Marburg 
был использован комплексный подход. Дикий тип образовывал около 
10 ед. мл–1 амилазы. Его регуляторный мутант по гену amyR3 давал ами­
лазы в 5 раз больше. А мутант по гену рар, который отвечает за секрецию 
фермента обеспечивал увеличение выхода амилазы в 3 раза. Эти локусы 
были введены путем трансформации в штамм B. subtilis Marburg и дали 
усиление эффекта в 14 раз. Еще более продуктивные штаммы получают 
посредством мутаций на антибиотикорезистентность. Так, мутант С-108 
продуцировал амилазы в 5 раз больше и протеазы в 80 раз больше, чем 
бактерии дикого типа. Хромосомальной ДНК из этих мутантов  транс­
формировали указанный штамм. Продуктивность его по амилазе возрос­
ла в 1500 раз и составила 15 000 ед. мл–1. 

Повышения продуктивности рекомбинантных микроорганизмов мож­
но достигнуть путем введения высокоэкспрессируемых векторов с силь­
ными промоторами, обеспечивающими высокий уровень транскрипции 
чужеродных генов. Одним из таких промоторов является trp-промотор. 
Он применялся для экспрессии генов интерферона и гормона роста. Дан­
ный промотор обладает уникальным свойством – регулируемостью. Это 
позволяет отделить процесс роста рекомбинантных микроорганизмов от 
экспрессии чужеродных генов, жизнедеятельность которых может отри­
цательно сказаться на росте клеток-хозяев. Тrp-промотор был введен в 
состав рекомбитантной плазмиды, в которой ген β-галактозидазы нахо­
дился под контролем этого промотора. Работу промотора можно было 
регулировать добавлением в среду индуктора (индолилакриловой кисло­
ты), а также изменением концентрации триптофана в среде.

9.5. Конструирование продуцентов 
ферментов с помощью слияния 
протопластов

Для создания промышленных штаммов на основе грибов применяет­
ся техника слияния протопластов. Так был получен продуцент глице­
риндегидрогеназы при слиянии протопластов Cellulomonas sp. NT. Ги­
бридный штамм обладал по сравнению с родительским в 18 раз более 
высокой активностью фермента. Имеются сообщения о получении высо­
коэффективного продуцента амилазы на основе протопластов гриба  
Chalara paradoxa. 

В настоящее время широко используются возможности клонирования 
генов для получения высокоэффективных продуцентов ферментов. Было 
получено увеличение выхода амилазы из B. amyloliquefaciens в составе муль­
тикопийной плазмиды, при этом число копий этого гена возросло в 50 раз. 



Для увеличения экспрессии клонированных генов используют lac-
промотор перед вводимыми генами. Чужеродный ген вводят в рестрик­
ционный сайт плазмиды. Плазмида расщепляется рестриктазой в другом 
сайте, после чего на нее воздействуют третьей эндонуклеазой в сайте гена 
amp и соединяют со сконструированным сборным lac-промотором. Этим 
способом была сконструирована плазмида, которая определяет синтез от 
10 000 до 15 000 молекул β-глобулина кролика на одну клетку E. coli.

В случае эукариотических генов это, по-видимому, гибридный сайт 
связывания рибосомы, включающий последовательность Шайна-Дельгарно 
промотора и начальный триплет из последовательности вводимого гена.   
Чтобы получить оптимальное положение для промотора, брешь расши­
ряется за счет соответствующей эндонуклеазы

Классический мутационно-селекционный подход использовался в те­
чение многих десятилетий. Метод обогащался рядом модификаций: на­
пример, совместным воздействием разных мутагенов, действие которых 
заведомо направлено на разные локусы, сочетанием обработки физическим 
и химическим мутагеном и т. д. 
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10	 Селекция продуцентов
вторичных метаболитов

В отличие от первичных метаболитов вторичные метаболиты имеют 
более сложное химическое строение и образуются, как правило, в длинном 
пути биохимических превращений, являясь конечным продуктом клеточ­
ного метаболизма. Эта особенность обусловливает основной принцип 
синтеза вторичных метаболитов – двухфазность. Первая фаза развития 
сопровождается активным ростом и развитием культуры, а вторая – сни­
жением общего количества биомассы, но накоплением продуктами вто­
ричного метаболизма. Такая фаза носит название идиофазы. Функции 
вторичных метаболитов несущественны для роста микроорганизмов. Од­
нако вторичные метаболиты осуществляют важнейшие физиологические 
функции, имеющие значение в процессах морфогенеза, адаптации, репро­
дукции, генетического обмена. 

Что касается особенностей селекции продуцентов вторичных метабо­
литов, то основным подходом среди традиционных методов является ре­
гуляция углеродного, азотного, фосфорного метаболизма, а также регуля­
ция энергетического состояния клетки. Широко распространено получение 
мутантов, не чувствительных к катаболитной репрессии, азотной репрес­
сии, а также мутантов, имеющих изменения в системе общей регуляции 
метаболизма вследствие нарушений процессов транскрипции и трансля­
ции. Продуценты вторичных метаболитов получают как мутанты с на­
рушенными системами транспорта.

10.1. Селекция продуцентов 
антибиотиков

Антибиотики – одна из наиболее важных групп биологически актив­
ных веществ. Они широко используются не только как антибактериальные 
агенты, но и как средство химиотерапии злокачественных новообразова­
ний, а также в ветеринарии и животноводстве. Рынок антибиотиков со­
ставляет значительную долю рынка продуктов ферментации (до 59 %). 
Первое место среди них по объему продаж занимают цефалоспорины. 

Производство антибиотиков традиционно ведется микробиологиче­
ским способом. Начало генетико-селекционных работ по получению про­
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дуцентов антибиотиков относится к 1940-м гг. В 1950-е гг. начинаются  
систематические исследования на первом продуценте – Streptomyces 
coelicolor A3. Стрептомицеты – продуценты аминогликозидов – так и 
остались на долгие годы основным объектом селекции: около 3000 анти­
биотиков из 6000 описанных продуцируют бактерии этого рода.

Антибиотики широко используются человеком в практике, а в области 
их применения разнообразны:

1) они обладают высокой физиологической активностью в отношении 
многих бактерий, вирусов, грибов, водорослей и простейших;

2) задерживают или полностью останавливают развитие злокачествен­
ных опухолей;

3) применяются как в гуманных препаратах, так в ветеринарии и жи­
вотноводстве.

В настоящее время получение ведется в основном микробиологиче­
ским способом, но довольно высок процент химически синтезированных 
антибиотиков. Лишь единичные антибиотики (хлорамфеникол и др.) по­
лучают химическим синтезом.

Основные продуценты антибиотиков – бактерии, актиномицеты, ми­
целиальные грибы. Всего описано 6000 различных антибиотиков и 3000 
из них продуцируются стрептомицетами.

10.1.1. Бактериальные антибиотики

В настоящее время известно около 600 различных бактериальных 
антибиотиков. Промышленное значение имеют немногие:

•	 грамицидин С (B .brevis);
•	 полимиксины (B. polymyxa, B. circulans);
•	 бацитрацины (B. licheniformis);
•	 низины (Streptоcоccus lactis).
Отличительной особенностью бактериальных антибиотиков является 

их химическая природа: это линейные или циклические полипептиды. 
Интересно, что один продуцент может образовывать различные антибио­
тики, однако их строение довольно сходно. Поэтому, когда говорят о бак­
териальных продуцентах, то говорят скорее о группах антибиотиков, а не 
о конкретном названии.

Грамицидины – 5 форм – А, В, Сd, С(S), D отличаются аминокислот­
ным составом.

Полимиксины – А1А2В1В2СD1D2E1E2MP1P2 – всего 22 формы вхо­
дит в состав полимиксинов диаминомасляная и метилоктановая кислоты.

Бацитрацины – 10 форм: FF1BCDF1F2F3G.
Низины – 7 форм белковой природы.



111

10.1.2. Антибиотики актиномицет

Наиболее обширная группа антибиотиков, нашедших свое применение 
в практике.

1. Аминогликозиды – антибиотики, имеющие гликозидные связи:
•	 стрептомицин (Streptomyces griseus);
•	 неомицин (Streptomyces fradiae, Streptomyces albogriseolus);
•	 канамицины (Streptomyces kanamyceticus);
•	 гентамицины (Micromonospora purpurea);
•	 фортимицины (Saccharopolyspora hirsuta, Streptomyces sannanensis). 
Интересно, что один тип аминогликозида могут синтезировать раз­

личные микроорганизмы.
2. Тетрациклины – антибиотики, имеющие в своем составе 4 бен­

зольных кольца:
•	 хлортетрациклин (Str .aureofaciens);
•	 окситетрациклины (Str. rimosus);
•	 тетрациклины (Str. aureofaciens).
Интересно, что деметилированные тетрациклины более устойчивы к 

действию кислот, щелочей. Такие тетрациклины могут быть получены 
путем внесения в культуральную среду антиметаболитов метионина – 
основного поставщика метильных групп.

3. Актиномицины – антибиотики, имеющие в своем составе хромо­
форную часть, соединенную с двумя полипептидами. Каждый полипептид 
содержит лактонный цикл, раскрытие которого приводит к потере био­
логической активности. 

Разнообразие антибиотиков связано с различием аминокислот, входя­
щих в состав функции полипептида. Наиболее широко используемыми 
продуцентами актиномицинов являются Str. antibioticus, Str. chrysomallus, 
Str. flavus. Отличительная черта актиномицинов – они способны задержи­
вать рост злокачественных опухолей.

4. Макролиды – антибиотики, несущие в своем составе макроцикли­
ческое лактонное кольцо, связанное с несколькими углеводными остатка­
ми. Среди них различают:

а) макролиды, подавляющие развитие грамположительных бактерий: 
•	 эритромицин (Str. erythreus);
•	 олеандомицин (Str. antibioticus);
•	 магнамицин (Str. halstedii).

б) антифунгального действия;
•	 филипин (Str. filippensis);
•	 пимарицин (Str. notalensis).

Эти антибиотики способны подавлять рост бактерий, устойчивых к 
пенициллинам, тетрациклинам, поэтому они используются в качестве ре­
зервных антибиотиков.
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5. Анзамицины – антибиотики, имеющие в составе ароматическое 
ядро и связанную с ним алифатическую цепь. Оказывают антибактери­
альное, антивирусное действие, а также подавляют рост ряда эукариот:

•	 стрептоварицины (Str. spectabilis);
•	 рифампицин (Nocardia mediterranea, некоторые Micromonospora);
•	 толипомицин (Str. tolypophorus);
•	 галамицин (Micromonospora halophilic);
•	 майтанзиноиды (Nocardia);
•	 нафтомицин (Str. collinus);
•	 гельданамицин (Str. hygroscopicus).
Наибольшее практическое использование имеет рифампицин.

10.1.3. Грибные антибиотики

Мицелиальные грибы образуют большое число антибиотиков (описа­
но около 1200 видов). Наибольший интерес представляют собой β-лактамы:

•	 пенициллины (P. chrysogenum, P. brevicompactum, P. nigricans, Asp. 
flavus, Asp. flavipes, Asp. nidulans);

•	 цефалоспорины (Cephalosporium acremonium). 
Цефалоспорины занимают 1-е место среди всех производимых анти­

биотиков. Их высокая оценка связана с высокой антибактериальной ак­
тивностью и низкой токсичностью. Кроме того, они не чувствительны к 
пенициллиназе. К другим грибным антибиотикам относятся:

•	 фумагиллин (Asp. fumigatus);
•	 гризофульвин (P. nigricans, P. urticae);
•	 трихотецин (Trichothecium roseum) и др.
Эти антибиотики используют так же, как антифунгальные препараты 

в сельском хозяйстве.

10.1.4. Селекция продуцентов  антибиотиков

Микроорганизмы, выделенные из природных источников обладают 
невысокой антибиотической активностью (например, различные природ­
ные штаммы Penicillium продуцируют пенициллин в пределах 10–20 ед/мл). 
В процессе длительной селекции и отбора эти штаммы становятся сверх­
продуцентами. Промышленный штамм P. crysogenum дает до 20–25 ед/мл 
пенициллина.

Нельзя сказать, что настоящее время традиционные подходы в селек­
ции продуцентов антибиотиков (мутагенез и длительный ступенчатый 
отбор) исчерпали себя полностью, но они постепенно вытесняются генно-
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инженерными методами, а также принципиально новым методом – мето­
дом мутасинтеза. 

В целях создания новых более продуктивных штаммов должны быть 
решены следующие задачи:

1.	 Повышение эффективности традиционного мутагенеза за счет его 
направленности.

2.	 Создание клонирующих векторов на основе трансмиссивных плаз­
мид  или фагов.

3.	 Разработка методов обнаружения внехромосомной ДНК у проду­
центов.

4.	 Создание рекомбинантного генома путем слияния протопластов 
продуцентов и путем их трансформации.

5.	 Получение новых антибиотиков на основе мутасинтеза. 
Повышение эффективности мутагенеза при селекции продуцентов 

антибиотиков современными методами может быть достигнуто за счет 
уменьшения специфической мишени для мутагена. Из-за преимуществен­
но грибной этиологии продуцентов антибиотиков вегетативные клетки 
или споры облучают рентгеновским или УФ-облучением, а из химических 
мутагенов используют азотистый иприт, этиленимин и др. Известно, что 
число известных генов, участвующих в биосинтезе антибиотиков, напри­
мер у S. coelicolor, приближается к 150 (насыщение генетической карты 
продолжается). Поэтому вероятность получения мутанта по определен­
ному требуемому гену (например, узкому месту биосинтеза) чрезвычайно 
мала. Если же обработать мутагеном строго определенный рестрикцион­
ный фрагмент ДНК, а затем ввести его в геном через клонирующий век­
тор, то частоту выделения требуемых мутантов можно поднять на 3–5 по­
рядков.

В связи с этим ключевое значение в современной селекции проду­
центов антибиотиков придается конструированию клонирующих век-
торов на основе трансмиссивных плазмид и фагов. О существенной роли 
плазмид в антибиотикообразовании свидетельствуют данные по проду­
центам аминогликозидов, тетрациклинов, хлорамфеникола, цефамезина  
и др. Однако гены, непосредственно ответственные за биосинтез анти­
биотиков, расположены на хромосоме и объединены в кластеры. Эти 
кластеры включают кроме генов синтетаз гены устойчивости к собствен­
ным антибиотикам и регуляторные элементы с позитивными  и негатив­
ными ответами на их синтез. Введение таких фрагментов, содержащих 
весь кластер генов биосинтеза, в конструируемый штамм позволит по­
лучить сверхпродуценты.

Большой вклад в селекцию продуцентов антибиотиков внесло при­
менение метода слияния протопластов. Особенно эффективно он ис­



114

пользуется при получении полиауксотрофных мутаций, а также при сли­
янии геномов близкородственных штаммов. Например, при слиянии 
протопластов двух промышленных продуцентов гризина S. griseus, резко 
отличающихся в отношении морфологии, продолжительности фермента­
ции и фракционного состава антибиотика, были получены более высоко­
продуктивные рекомбинанты c измененным составом фракций и устой­
чивые к актинофагам. Метод слияния протопластов используется в 
основном на работе с продуцентами β-лактамных антибиотиков.

Что касается нового направления в получении антибиотиков – мута-
синтеза, то следует отметить, что это метод, при котором развивается 
резистентность продуцента к химическим аналогам уже полученных 
антибиотиков, в результате чего нарушаются регуляторные механизмы 
антибиотикообразования. Генетики и химики здесь действуют однона­
правленно. На первом этапе генетики получают из продуцентов мутанты, 
которые для образования антибиотиков требуют специфических пред­
шественников. Химики синтезируют разнообразные аналоги фрагментов 
молекулы антибиотика. В итоге образуются так называемые «мутасинте­
тические антибиотики». Мутасинтез в области аминогликозидов обеща­
ет расширение возможностей их модификаций, например, варьирование 
структуры наиболее консервативной части молекулы этих антибиотиков – 
аминоциклитола. Так получены мутанты разных штаммов Streptomyces, 
Micromonospora, Bacillus, не способные его продуцировать, но не поте­
рявшие способности его включать в состав молекулы. Это дало возмож­
ность выделить десятки мутасинтетических производных неомицина, 
гентамицина, бутирозина и др. 

Огромное значение для максимального образования антибиотиков 
имеет подбор благоприятных условий культивирования. При разработ­
ке состава сред должно учитываться то обстоятельство, что азот усваива­
ется многими продуцентами антибиотиков только в окисленной форме (в 
виде нитратов). Концентрация фосфора в среде строго видоспецифична 
и для продуцентов тетрациклина, например, не должна превышать 10 %,  
стрептомицина – 15 %, а новобиоцина и грамицидина – 20 %. Источники 
углерода также подбираются индивидуально для каждого штамма. На­
пример, для производства пенициллина культурой P. chrysogenum опти­
мальным источником углерода является сочетание глюкозы и лактозы. 
Для Str. griseus (продуцент стрептомицина) – глюкоза. Для Str. fradiae 
(продуцент неомицина) – синтетическая среда с глюкозой. Концентрация 
источника углерода различна для различных продуцентов. Так, для про­
дуцента тетрациклина Str. aureofaciens – 50 мг/мл глюкозы, причем уве­
личение этой концентрации до 80 мг/мл вызывает явление катаболитной 
репрессии.
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10.2. Селекция продуцентов
витаминов

Витамины – низкомолекулярные органические вещества, обладающие 
биологической активностью. В природе источником витаминов являются 
растения и микроорганизмы. В промышленности витамины получают в 
основном химическим синтезом. Однако микробиологическое производ­
ство этих соединений также имеет место. Так, например, менахиноны и 
кобаламины – продукт исключительно микробный. Микробиологическим 
путем получают всего несколько витаминов: В12 (цианокобаламин), В2 
(рибофлавин), витамин С и эргостерин.

Довольно перспективно микробиологическое получение биотина, ис­
пользуемого в животноводстве как кормовая добавка. В настоящее время 
биотин получают путем химического синтеза, хотя в результате образу­
ется рацемическая смесь, а биологической активностью обладает лишь 
D-форма витамина, которую синтезируют микроорганизмы.

10.2.1. Селекция продуцентов витамина В12

Мировая продукция витамина В12 составляет 9–11 тыс. кг в год. Из 
них около половины используется на медицинские цели, остальное коли­
чество –  в животноводстве как кормовые добавки. 

Природные продуценты витамина В12 обнаружены среди пропионо­
вокислых бактерий р. Propionibacterium, которые синтезируют от 1 до      
8 мг/л этого витамина. С помощью селекционно-генетических методов 
получен мутант P. shermanii M-82, который дает до 60 мг/л продукта. 
Продуцент B. rettgerii также используется для микробиологического син­
теза В12.

Как активные продуценты витамина В12 используются также актино­
мицеты и родственные микроорганизмы: путем мутаций и ступенчатого 
отбора получен штамм Nocardia rugosa, накапливающий до 18 мг/л В12. 
Активные продуценты В12 обнаружены среди представителей Micromonospora.

Высокой природной продуктивностью обладают представители мета­
нотрофов Methanosarcina, Methanococcus, среди которых выделен штамм 
Methanococcus halophilus, обладающий самым высоким среди природных 
штаммов уровнем продукции – 16 мг на 1 г биомассы. В значительных 
количествах В12 синтезируют анаэробные бактерии р.  Clostridium, что 
особенно эффективно для технологии.

Известны активные продуценты В12 среди Pseudomonas. У P. denitrificans 
получен мутант, дающий на оптимизированной среде до 59 мг/л. Штамм 
запатентован фирмой «Merck» для промышленного получения В12. 
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Интерес представляют термофильные бациллы B. circulans и B. stearo
thermophilus, которые дают выход 2–6 мг/л В12.

В России наиболее широкое применение имеют Propionibacterium 
freudenreichii. Их культивируют на кукурузном экстракте и глюкозе в 
анаэробных условиях 72 ч для роста культуры. Во 2-й фазе синтеза в 
ферментер вносят предшественник – специфическое азотистое основание 
и проводят ферментацию еще 72 ч. Затем экстрагируют В12 из биомассы 
бактерий и очищают его химическим способом. Такой витамин применя­
ют в медицинских целях.

Для нужд животноводства В12 получают с использованием смешанной 
культуры, содержащей бактерии Methanosarcina barkeri, Methanobacterium 
formicum. Содержание В12 в культуре достигает 6,5 мг/г сухой биомассы.

10.2.2. Селекция продуцентов рибофлавина

Рибофлавин (витамин В2) в природе продуцируется растениями, 
дрожжами, мицелиальными грибами, а также некоторыми бактериями. 
Среди прокариот известными продуцентами флавинов являются микобак­
терии и ацетобутиловые бактерии. Из актиномицетов – Nocardia eritropolis. 
Среди мицелиальных грибов – Aspergillus niger и Eremothecium ashbyi.

Рибофлавин микробиологического производства используется исклю­
чительно как кормовая добавка в животноводстве. Основным продуцентом 
кормового рибофлавина является Eremothecium ashbyi, который культиви­
руют на кукурузной или соевой муке с минеральными добавками. Куль­
тивирование ведут до появления спор. Его лучшие продуценты, получен­
ные с помощью мутаций и ступенчатого отбора продуцируют до 600 мг/л 
продукта. Затем культуральную жидкость выпаривают и используют в 
виде порошковой добавки к кормам в животноводстве.

10.2.3. Селекция продуцентов эргостерина

Эргостерин – исходный продукт производства жирорастворимого ви­
тамина D2. Эргостерин является также основным стерином дрожжей, 
поэтому данные микроорганизмы – основной источник для селекционных 
работ. Так, Saccharomyces carlbergensis дает до 4,3 мг/л, S. ellipsoideus – 
1,5 мг/л, Rhodotorula glutinis – 1 мг/л, Candida utilis – 0,5 мг/л продукта.

Наиболее широко в производстве используют дрожжи Saccharomyces 
carlbergensis, а также S. cerevisiae.

В последние годы появились сообщения о промышленном производ­
стве витамина С. Сообщается о конструировании генно-инженерными 
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методами продуцента: гены Corynebacterium перенесли в Erw. herbicola. 
В рекомбинантном штамме объединены способность эрвиний превращать 
глюкозу  в глюконовую кислоту со способностью коринебактерий пре­
вращать последнюю в гулоновую кислоту, которую химическим способом 
превращают в аскорбиновую кислоту.

Убихиноны – витаминоподобные соединения. Продуценты – Rhodop
seudomonas gelatinosa (1510–2450 мкг/г сухого вещества).

10.2.4. Селекция продуцентов каротиноидов

Каротиноиды – обширная группа природных пигментов, которые син­
тезируют хемо- и фототрофами: прокариотами, мицелиальными грибами и 
дрожжами, водорослями и высшими растениями. Каротиноиды, синтези­
руемые микроорганизмами, существуют в клетке в свободной форме, а 
также в виде гликозидов, в виде эфиров жирных кислот и как каротино-
белковые комплексы. Ценность этих соединений для млекопитающих за­
ключается в том, что это источник витамина А. До настоящего времени не 
созданы истинные продуценты каротиноидов, а каротиноиды микроорга­
низмов выделяют из микроорганизмов преимущественно путем экстракции. 

В настоящее время описано около 500 различных каротиноидов. Струк­
турно каротиноиды представляют собой хромофор (или ядро), соединен­
ное с изопреновыми остатками. Отличительной чертой хромофора явля­
ется наличие сопряженных двойных связей. От числа этих связей зависит 
интенсивность окраски каротиноидов. Так, алифатические каротиноиды, 
содержащие не более 5 сопряженных связей – соединения неокрашенные. 
Среди них наибольшее значение имеют фитоин и фитофлуин. Синтези­
руемые Neurospora crassa каротиноиды имеют 9 сопряженных связей и 
имеют ярко-желтое окрашивание. С увеличением двойных связей окраска 
усиливается до красной и фиолетовой. Высшие каротиноиды имеют в 
молекуле до 45–50 атомов углерода. К таким каротиноидам относятся 
сарцинаксантин, продуцируемый Sarcina lutea.

Некоторые каротиноиды могут иметь  в своем составе терминальную 
группировку как алеуреаксантин гриба Aleuria aurantia.

Другие каротиноиды имеют терминальную гидроксигруппу как      
α-гидроксифлеиксантин Blakeslea trispora.

Расположение каротиноидов в клетках микроорганизмов различно. 
Так, у фототрофных микроорганизмов каратиноиды сосредоточены в фо­
тосинтезирующем аппарате. У хемотрофных – ассоциированы с клеточной 
мембраной. У некоторых (Micrococcus radiodurans) – локализованы в кле­
точной стенке. У грибов – в липидных глобулах цитоплазмы.
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Каратиноиды выполняют в клетке роль антиоксидантов и защищают 
ее от явления перекисного окисления. Кроме того, каратиноиды являют­
ся фотоловушками, собирающими световую энергию.

10.2.5. Промышленное получение 
каротиноидов

Традиционные методы получения каратиноидов сводятся к гомогени­
зации биомассы и экстракции каратиноидов полярными растворителями 
(ацетон, метанол). Индивидуальные каратиноиды получают путем раз­
деления методом тонкослойной хроматографии на силикагеле. Следующим 
по распространенности является химический синтез каратиноидов. 

Традиционными продуцентами микробного синтеза каратиноидов яв­
ляются бактерии, мицелиальные грибы и дрожжи. Из фототрофных бак­
терий можно отметить Chloroflexus и некоторые виды Rhodopseudomonas. 
Эта группа бактерий интересна тем, что у них в зависимости от интен­
сивности освещения можно регулировать выход каратиноидов. В Японии 
биомассу этих бактерий используют для окрашивания желтка яиц в каче­
стве добавки в рацион. Каратиноиды получают в значительных количе­
ствах из некоторых водорослей, например из Chlorella sp.

Cреди хемотрофов продуцентами каратиноидов являются дрожжи 
Rhodotorula gracilis, R. rubra, R. diobovatum, а также актиномицеты – 
Act. chrestomycetes, Act. chysomallus, микобактерии – Mycobacterium phei, 
M. carotenum, мицелиальные грибы семейств – из семейств Mucoraceae, 
Dacrymycetaceae.

Продуцентами β-каротина традиционно являются мукоровые грибы 
Blakeaslea trispora и Choanephora conjuncta. При совместном культиви­
ровании смешанные культуры дают выход до 3–4 г/л среды.

Для получения β-каротина на основе Blakeslea trispora используют 
сложные по составу среды: кукурузно-соевый крахмал, дополненный мас­
лами, поверхностно-активными веществами и стимуляторами.

Процесс микробного синтеза протекает в несколько этапов. Сначала 
отдельно выращивают разнополые штаммы гриба, затем их смешивают, 
вносят стимуляторы каротинообразования (α-пирролидон, сукцинамид 
и т. д.). Причем различные типы каратиноидов: α, β, γ, ликопоин образу­
ются при стимулирующем действии различных веществ. 

Поэтому использование B. trispora в качестве продуцента обусловле­
но не только активностью синтеза каратиноидов, но и возможностью ре­
гуляции самого продукта.
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Регуляция синтеза каратиноидов зависит:
1) от источника углерода. Если вводить в среду целлобиозу, то синтез 

каратиноидов этим штаммом возрастает в 7 раз;
2) внесения в среду отходов целлюлозного производства, что повы­

шает также выход β-глюкозидазы.
На основе мутантов дрожжей Rhodosporidium diobovatum получают 

каротиносодержащий препарат, включаемый как белково-каратиноидная 
добавка в рацион скота.

В настоящее время разработан способ получения каротиносодержа­
щего препарата на основе мутантов Mycobacterium rubrum. Препарат ком­
плексный и содержит α, β, γ-каротины, ликопин и ксантофиллы.

Для производства ксантофиллов используют гриб Dacrymyces 
deliquesсens. Выход каратиноидов на глюкозосодержащей среде с глице­
рином и кукурузным экстрактом составляет 40 мг/л.

10.3. Селекция продуцентов 
гиббереллинов

Гиббереллины – регуляторы роста растений гормональной природы, 
широко используемые для интенсификации сельскохозяйственного про­
изводства. Гиббереллины синтезируются не только растениями, но и ми­
кроорганизмами. Биологическая активность этих соединений связана с 
высокой специфичностью их действия. 

В настоящее время описано около 50 соединений, относящихся к гиб­
береллинам. По своей химической природе это тетрациклические карбо­
новые кислоты, относящиеся к дитерпенам. В микробиологическом 
производстве гиббереллинов используют гриб Gibberella fujikuroi, кони­
диальная стадия которого называется Fusarium moniliforme.

Существующий способ микробного синтеза гиббереллинов предусма­
тривает применение пищевой глюкозы, сахара, жиров, источников азота. 
Внесение в среду культивирования винной кислоты и соевой муки суще­
ственно повышают уровень синтеза гиббереллинов, составляющий 200 мг/л.

Получение гиббереллинов на основе F. moniliforme рассматривается 
как типичный двухфазный процесс, при котором вначале происходит на­
копление биомассы, а затем образование продукта. Главное условие, обе­
спечивающее высокий выход гиббереллинов – истощение источников 
азота в среде при сохранении высокого уровня соединений углерода. 
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10.4. Селекция продуцентов 
алкалоидов

Алкалоиды – азотсодержащие соединения основного характера, об­
ладающие выраженным физиологическим воздействием на организм че­
ловека. Алкалоиды обладают сильным фармакологическим действием и 
способны сокращать гладкомышечную мускулатуру и вызывать галлюци­
нации.

Большая часть алкалоидов выделена из растений. Однако известны 
алкалоиды микробного происхождения: алкалоид спорыньи (спорынья – 
одна из форм гриба Claviceps). Всего из различных видов этого гриба 
выделено около 40 алкалоидов. 

В настоящее время микробиологическим способом из C. purpurea по­
лучают четыре ряда алкалоидов: эрготаминовый, эрготоксиновый, эрго­
криптиновый и эргометриновый.

Из эрготаминового ряда производят  эрготамин, который применяют 
в акушерско-гинекологической практике для усиления сокращений матки 
и остановки маточных кровотечений; из эрготоксинового – эрготал, кото­
рый представляет собой сумму фосфатов алкалоидов спорыньи; из эрго­
таминового – получают эрготамина тартрат, входящий в состав таблеток 
Беллатаминал, используемых в качестве спазмолитического и успокаи­
вающего средства при повышенной возбудимости, бессоннице, нейродер­
митах, вегетативных дистониях, а также в состав таблеток кофетамин, 
применяемых при мигрени, артериальной гипотонии.

Алкалоид эргометрин выпускается в таблетках в виде раствора для 
инъекций. Этот препарат оказывает более сильное и быстрое стимули­
рующее действие на мускулатуру матки, чем другие алкалоиды. Из эрго­
криптинового штамма получают эргокриптин, который используют в про­
изводстве полусинтетического препарата парлодел, подавляющего 
секрецию пролактина. Его применяют при опухолях молочной железы.

Кроме того, дигидрированные алкалоиды употребляют при гипертонии. 
На их основе выпускают препараты: дигидроэрготамина метансульфонат 
и дигидроэрготоксина метансульфонат.

Алкалоиды спорыньи представляют собой индольные соединения, в 
основе которых лежит тетрациклическая система. Индольные алкалоиды 
выделены также у грибов Aspergillus, Penicillium  и др.

Получение алкалоидов на основе Claviceps осуществляют как глубин­
ным, так и поверхностным способом. Основной продуцент алкалоидов – 
C. purpurea в стадии гетерокариона. В качестве источника углерода опти­
мальной считается среда, содержащая маннит и сукцинат. Источник 
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азота – аммонийные соли. Но для большинства штаммов наиболее пред­
почтителен дрожжевой экстракт.

Концентрация фосфора оказывает большое значение на синтез алка­
лоидов, как, впрочем, и всех вторичных метаболитов. Избыток фосфора 
подавляет синтез алкалоидов.

Интересно, что синтез алкалоидов связан с биосинтезом триптофана. 
Так, внесение триптофана повышает выход алкалоидов, причем наиболь­
шее повышение наблюдается при внесении в начале ферментации (до 
начала стадии синтеза алкалоида).

Основные продуценты: Penicillium viridicatum – виридикатин, осталь­
ные пенициллумы – бензодиазепины (антиконвульсанты и транквилиза­
торы), псевдомонады – псевданы.

10.5. Селекция продуцентов 
липидов

Липиды – большая группа первичных метаболитов, которые по сво­
ему строению разделяются на простые липиды (или ацилглицерины) и 
сложные липиды (фосфолипиды). 

Простые липиды, или нейтральные жиры, представлены у большин­
ства микроорганизмов ацилглицеринами, т. е. глицериновыми эфирами 
жирных кислот. Жирные кислоты в свободном виде встречаются редко и 
в незначительных количествах. Для большинства микроорганизмов жир­
нокислотный состав является систематическим признаком.

Сложные липиды – фосфолипиды содержат фосфатные остатки в 
моно- и диэфирной связи. У микроорганизмов встречаются в виде фосфо- 
и сфинголипидов. К сложным липидам относят также гликолипиды, где 
липидный остов связан с одним или несколькими остатками моносахари­
дов.

Первые сообщения о способности микроорганизмов продуцировать 
липиды относятся к XIX в., а именно к 1878 г., когда немецкие ученые 
сообщили о способности дрожжей накапливать жировые капли.

В настоящее время известно, что природной способностью к сверх­
синтезу липидов обладают немногие микроорганизмы. Среди них бакте­
рии, грибы, дрожжи.

Состав липидов у этих микроорганизмов разнообразен. У бактерий 
это в основном фосфолипиды. Микобактерии содержат значительное чис­
ло восков, архебактерии – нейтральные липиды (изопропилглицериновые 
эфиры). Эубактерии содержат жирные кислоты от 10 до 20 атомов угле­
рода. Среди них распространены насыщенные кислоты с прямой цепью, 
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изопреноидной цепью, с циклопропановым кольцом. Для актиномицетов 
и бацилл характерно высокое содержание разветвленных жирных кислот 
(до 80 % от общей суммы жирных кислот).

У мицелиальных грибов среди липидов представлены ненасыщенные 
жирные кислоты, близкие по своему составу к растительным маслам. В 
последние годы среди них обнаружены продуценты арахидоновой кислоты.

Состав липидов у дрожжей разнообразен. У р. Rhodotorula встреча­
ются жирные кислоты с длинной цепью С22, С24, С26. У р. Saccharomyces – 
от С4 до С26. Некоторые роды (Hansenula, Pullularia) могут образовывать 
внеклеточные липиды.

Наиболее предпочтительным объектом для селекции продуцентов ли­
пидов являются дрожжи, поскольку они обладают рядом ценных биотех­
нологических характеристик (быстрота роста, использование простых и 
дешевых субстратов, отсутствие токсинов, высокий выход липидов, их 
ценный состав). Наиболее часто используются представители так назы­
ваемых «жировых дрожжей», т. е. способных синтезировать в норме до 
40 % липидов. 

Типичный представитель – Cryptococcus terricolis. На его основе по­
лучают «микробный жир», представляющий собой липидно-углеводородную 
фракцию, извлекаемую в количестве 7–10 % от сухой биомассы. Этот 
продуцент использует в качестве источника углерода и энергии парафины 
нефти и его производство очень рентабельно. Такой продукт использует­
ся в технических отраслях (лакокрасочной и мыловаренной промышлен­
ности).

К липидообразующим дрожжам относят некоторых представителей 
родов Lipomyces, Rhodotorula. Эти штаммы способны продуцировать зна­
чительные количества разнообразных липидов, однако в отличие от 
Cr. terricolis отличаются определенной капризностью культивирования. 

Среди отдельных фракций липидов наибольший удельный вес зани­
мают триацилглицерины.

Наличие в дрожжевых липидах значительного количества ненасыщен­
ных жирных кислот придает им сходство с растительными маслами. И 
по своему составу они близки к пальмовому маслу. Интересно отметить, 
что в дрожжевом производстве липиды часто являются побочным про­
дуктом основного производства. Наиболее отработаны технологические 
схемы получения липидов на основе дрожжей с использованием верхо­
вого торфа малой степени разложения и углеводородов нефти. Эти схемы 
различаются тем, что на гидролизатах торфа дрожжевой жир является 
основным продуктом, а на углеводородах нефти – побочным и выделяет­
ся в процессе очистки биомассы. Поэтому фракционный состав получае­
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мых липидов различается: липиды, полученные на гидролизатах торфа, 
характеризуются высоким содержанием триацилглицеринов, а липиды на 
углеводородах нефти – фосфолипидов.

Продуценты липидов на гидролизатах торфа созданы в ГНУ Инсти­
тута микробиологии НАН Беларуси – штамм Lipomyces lipoferus. Его био­
масса содержит до 40 % липидов. Из 1 т сухого торфа можно получить 
50–70 кг дрожжевых липидов, содержащих до 75 % триацилглицеринов.

При производстве кормовых дрожжей из углеводородов нефти при­
меняют экстракционную очистку дрожжей от остаточных углеводородов 
и получают липидно-углеродный концентрат. Он имеет ценность как тех­
нический жир и используется для получения отдельных липидных ком­
понентов.

Продуценты микробных липидов создаются с применением традици­
онных селекционно-генетических подходов и ступенчатого отбора на по­
вышенный синтез продукта. В основу разработки штаммов-продуцентов 
положены данные о влиянии состава и концентрации питательных сред 
и исходного сырья. Установлено, что существенное влияние оказывает 
соотношение углерода и азота в среде. Многими исследователями для 
повышения синтеза липидов рекомендовано соотношение углерода и азо­
та 30 : 1.

На накопление липидов влияют источники азота и углерода. Так, на 
средах с углеводородами дрожжи, бактерии, актиномицеты синтезируют  
значительно больше липидов, чем на средах с глюкозой. Содержание ли­
пидов, а также их состав меняются в зависимости от фазы роста. Отме­
чена обратная зависимость между удельной скоростью роста и синтезом 
липидов. Увеличение выхода наблюдается к концу экспоненциальной фазы 
роста. В период адаптации и лог-фазы содержание липидов невелико.

По мере увеличения времени культивирования в липидах дрожжей  
р. Candida, Rhodotorula, Pichia содержание жирных кислот возрастает, а 
полярных липидов и триглицеринов падает.

Влияют также и условия аэрации. Установлено, что максимальное 
количество липидов образуется при концентрации кислорода 0,2–0,3 мг/л. 

Условия культивирования (температура, рН, аэрация) оказывают вли­
яние не только на количество синтезируемых липидов, но и на их каче­
ственный состав. Так, при понижении температуры увеличивается степень 
насыщенности жирных кислот. При снижении рН с 5,6 до 3,0 также на­
блюдается увеличение ненасыщенности липидов.

Биосинтез липидов стимулируют цитраты и малонаты.
Регуляторную роль в процессе липогенеза играют фосфаты и ионы 

магния. При избытке фосфора идет интенсивный синтез фосфолипидов. 
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При голодании по фосфатам содержание фосфолипидов падает, но в этом 
случае значительную часть фракции составляют гликолипиды. При недо­
статке магния содержание белков снижается, а липидов возрастает.

10.6. Селекция продуцентов 
полисахаридов

Полисахариды (гликаны) – природные полимеры, состоящие из 
моносахаров, составляют большую часть природных углеводов. Полиса­
хариды микроорганизмов отличаются огромным разнообразием и часто 
являют собой систематико-идентификационную характеристику. Полиса­
хариды представляют собой полимеры, включающие не менее 11 моно­
мерных единиц. В зависимости от состава мономеров (одинакового и 
различного) различают гомо- и гетерополисахариды.

Полисахариды могут встречаться в виде самостоятельных соединений, 
но чаще в комплексах с белками, липидами, фосфатами и нуклеиновыми  
кислотами. Микробные полисахариды имеют уникальную структуру.

В зависимости от характера локализации микробные П. делятся на 
внутри- и внеклеточные. 

Внутриклеточные полисахариды микроорганизмов, как правило, со­
средоточены в цитоплазме либо клеточной стенки. Внеклеточные по­
лисахариды обнаруживаются в виде капсул, чехлов и свободной слизи.

Полисахариды микроорганизмов широко используются в практике: 
медицине, пищевой промышленности, микробиологии, химии, сельском 
хозяйстве. При этом внимание селекционеров привлекают как внутри-, 
так и внеклеточные гликаны, однако предпочтение отдается внеклеточным 
из-за технико-экономического эффекта.

Использование микробных полисахаридов в медицине определяется 
их биологической активностью. Поэтому многие микробные гликаны об­
ладают лечебным и профилактическим действием: повышают иммунную 
устойчивость организма, обладают противоопухолевой активностью, 
устраняют болевой синдром, снижают негативное побочное действие не­
которых лекарственных препаратов и рентгенотерапии. Преимущества 
многих полисахаридных препаратов перед другими средствами, повы­
шающими неспецифическую резистентность организма, заключаются в 
том, что они свободны от примесей, оказывающих нежелательное действие 
на организм.

Так, для лечения последствий травм и нарушений проводимости нерв­
ной системы, для предупреждения образования киллоидной ткани при­
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меняется препарат Зимозан, созданный на основе полисахаридов       
S. cerevisiae и продигиозан – на основе клеток  Serratia marcescens .

Для нормализации иммунологических реакций, лечения опухолей, 
ряда инфекционных заболеваний используют препараты продигиозан и 
зимозан. Продигиозан – гетерополисахаридный комплекс с липидами, 
выделенный из клеток S. marcescens, а зимозан – смесь глюкана, глюко­
маннана и тейхоевых кислот, выделенная из оболочек клеток S. cerevisiae.

В качестве противоопухолевых агентов используются липополисаха­
риды ряда грамотрицательных бактерий (Alcaligenes, Agrobacterium), вне­
клеточные полисахариды различных дрожжей (Lipomyces, Cryptococcus). 
Модифицированный полярный маннан – внеклеточный полисахарид 
Rhodotorula rubra – перспективен как профилактическое средство и для 
лечения атеросклероза.

В качестве диагностических средств используются полисахариды, об­
ладающие антигенной активностью. К ним относятся препараты на осно­
ве патогенных и условно патогенных дрожжей р. Candida (для диагно­
стики разнообразных кандидозов), а также  ЛПС-антигенов сальмонелл 
(в диагностике сальмонеллезов).

Очищенные специфические полисахариды менингококков групп А и 
С используются для получения менингококковых вакцин.

Нейтральные декстраны Leuconostoc mesenteroides широко применя­
ются для изготовления заменителей плазмы крови. Для этих же целей 
используют леваны, синтезируемые B. polymyxa.

Широкое применение микробных полисахаридов отмечается в фар­
мацевтике для смягчения, эмульгации, стабилизации суспензий и мазей.  
Они обеспечивают стабилизацию и пролонгацию действия лекарственных 
средств и снижают аллергизирующий эффект. 

Микробные полисахариды применяются как гельобразующие агенты 
в косметологии, поскольку отличаются высокой набухаемостью и связы­
ваемостью.

В пищевой промышленности полисахариды используются как покрытия-
пленки продуктов, загустители. Особенно широко применяется ксантан, 
продуцируемый дрожжами Saccharomyces  и Cryptococcus. Добавление по­
лисахаридов, продуцируемых бактериями Azotobacter и Ahrtrobacter, при 
выпечке хлеба улучшает его качество. На основе микробных декстранов 
получают многие химические агенты – сефадексы, сефарозы и т. д. По­
лисахариды некоторых бактерий используются в сельском хозяйстве. На­
пример, леван B. polymyxa вносится в почву для повышения урожайности 
и улучшения хранения семян. Некоторые микробные леваны являются пред­
шественниками в химическом синтезе фруктозы, глюкозамина, маннозы. 
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В настоящее время микробиологическим способом получают целый 
ряд экзогликанов: декстран, ксантан, пуллулан, склерогликан, занфло, 
курдлан. Наиболее широко используют декстран и ксантан.

Декстраны получают на основе штаммов Leuconostoc mesenteroides 
с применением традиционных селекционных методов и подбором условий 
культивирования, способствующих сверхпродукции экзополисахаридов. 
Ферментацию проводят на среде с сахарозой, небольшим количеством 
соответствующего декстрана в виде затравки, дрожжевым экстрактом. Для 
синтеза линейных декстранов используют среду лимитированную по маг­
нию, который стимулирует синтез декстранов с разветвленной цепью.

Для синтеза разветвленных декстранов в среду вносят избыток магния, 
а вместо сахарозы используют мелассу. Оптимум рН – 6,5–8,0. Процесс 
ферментации длится 24 ч. Декстраны выделяют из культуральной среды 
путем экстракции метанолом.

Ксантан. Продуцентом ксантана являются бактерии Xanthomonas 
campestris. Культуру выращивают на мелассе (либо кукурузном крахмале) 
и минеральных солевых добавках при рН 6,5–7,2. Инкубируют при 28о 
около 72 ч. Наиболее удачная технология для производства ксантана раз­
работана компанией «Synergen» (США). Этот полисахарид используется 
в пищевой промышленности, производстве красителей для придания вяз­
кости водным растворам. Анаэробный метод, предложенный ими, позво­
ляет значительно снизить стоимость биосинтеза ксантана. Продуцент 
традиционный. Это природный облигатный аэроб, поэтому в анаэробном 
синтезе участвовать не может. 12 генов X. campestris, участвующие в син­
тезе ксантана, клонированы в бактерии рода Pseudomonas, способные 
продуцировать ксантан как в анаэробных, так и в аэробных условиях.

Нередко полученные микробным синтезом полисахариды требуется 
изменить по свойствам или улучшить по качеству. С этой целью полу­
ченное вещество подвергают химической модификации. Так, декстран 
сульфатируют, чтобы придать антикоагулирующую активность. Обработ­
ка нативного гликана солюбилизирующими агентами позволяет получить 
гелеобразующие производные. Растворимость глюканов удается повысить 
карбоксиметилированием, а снижение токсичности противоопухолевого 
препарата на основе белково-липиполисахаридного комплекса Serratia 
piccatorum достигается путем обработки щелочью.

Тенденции в развитии селекции продуцентов полисахаридов:
1) поиск продуцентов среди штаммов, способных утилизировать деше­

вые органические субстраты ( а не традиционные дорогостоящие сахара);
2) разработка генетических подходов к получению продуцентов.
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10.7. Селекция продуцентов
нуклеотидов

Нуклеотиды и их производные имеют широкий спектр применения:
1) как вкусовые добавки (пищевая промышленность);
2) как лекарственные средства;
3) в исследовательских целях.
Микробиологический синтез нуклеотидов пока не находит широкого 

применения  и имеет довольно ограниченные масштабы. Однако имеют­
ся сведения о разработках в этом направлении. Так, бактерии Br. ammoniagenes 
и пекарские дрожжи Saccharomyces  cerevisiae способны продуцировать 
на средах с адениозином  значительные количества  АТФ и АДФ за счет 
ферментативного фосфорилирования. В случае внесения аденина как суб­
страта реакции по типу аэробной ферментации Br. ammoniagenes проду­
цируют высокоактивную АМФ. Микробиологический синтез НАД осу­
ществляют культивированием Br. ammoniagenes с внесением предшествен­
ника реакции. За 48 ч культивирования выход продукта составляет 2 мг/мл 
продукта. Синтез инозиновой кислоты – предшественника важнейших 
пуринов – осуществляют из микроорганизмов родов Flavobacterium, 
Serratia, Pseudomonas. Синез гуанозинов – на основе Br. ammoniagenes и 
Streptomyces adephospholyticus.

Характерной особенностью микробного синтеза нуклеотидов являет­
ся внесение метаболического предшественника в среду для культивиро­
вания продуцента.

Получение АТФ и АДФ осуществляют 2-мя путями. Первый основан 
на использовании в качестве продуцента Br. ammoniagenes, который осу­
ществляет реакцию фосфорилирования АМФ или аденозина. Штамм куль­
тивируют на среде с высокой концентрацией глюкозы, мочевины, дрож­
жевого экстракта и минеральных добавок. В процессе культивирования 
вносят аденозин, который подвергается ферментативному фосфорилиро­
ванию с образованием АМФ. При аналогичных условиях и внесении в 
среду гуанозина можно получить ГМФ.

Примером микробного синтеза АДФ может служить работа проду­
цента S.  cerevisiae, которые осуществляют фосфорилирование АМФ с 
последовательным синтезом АДФ, а затем по мере истощения глюкозы в 
среде – АТФ. На выход продукта существенное влияние оказывает кон­
центрация фосфатов.

Коринебактерии используют для синтеза АТФ аденин в реакции     
N-рибозидации. Процесс протекает с добавлением предшественника как 
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обычная аэробная ферментация. На 1-м этапе происходит синтез АМФ  
из аденина при участии ФРПФ. На 2-м и 3-м этапах – АДФ и АТФ при 
участии Р-5-Ф.

Продуцентом НАД является Br. ammoniagenes. Микробный синтез на 
его основе осуществляется в присутствии никотиновой кислоты или ни­
котинамида – на средах, содержащих глюкозу, мочевину, дрожжевой экс­
тракт и миниральные добавки. Штамм культивируют и на вторые сутки 
вносят предшественник. На пятые сутки культура накапливает НАД и 
вступает в стационарную фазу роста.

Для получения НАДФ используют штамм Proteus mirabilis. На его 
основе получают ферментный препарат из клеточного экстракта, вносят 
НАД, никотинамид, ацетатный буфер, цинк, проводя ферментативную 
реакцию. 

Инозиновая кислота является метаболическим предшественником син­
теза пуринов. Поэтому для ее микробиологического получения использу­
ют продуценты, несущие мутации, блокирующие ее дальнейшие превра­
щения. Реакцию так же, как и в предыдущем случае, проводят наполовину 
микробиологическим, наполовину химическим синтезом: субстратом слу­
жит инозин, источником фермента нуклеозидфосфаттрансферазы, который 
фосфорилирует инозин  – штаммы Flavobacterium, Serratia, Pseudomonas, 
Staphylococcus.

Наиболее продуктивен штамм Pseudomonas trifolii. Культуру предва­
рительно выращивают на глюкозе и в качестве ферментного препарата 
используют живые или лиофилизированные клетки. Реакцию проводят в 
ацетатном буфере (рН 4,0) в присутствии ионов цинка или меди. Наи­
более важным фактором, определяющим активность реакции, является  
концентрация донора (фосфор) и акцептора (инозин), а также количество 
клеток культуры. При оптимальном соотношении культура способна фос­
форилировать до 90 % инозина в реакционной смеси.

10.8. Селекция продуцентов 
органических кислот

Интерес к органическим кислотам определяется их широким исполь­
зованием в пищевой, фармацевтической, текстильной, кожевенной, ме­
таллургической промышленности. В настоящее время рынок органических 
кислот составляет 800 млн долл. в год. Потребность в этих соединениях 
постоянно возрастает. Сегодня микробиологическим способом получают 
около 60 органических кислот и их производных, но  промышленное зна­



чение имеет получение лимонной, итаконовой, глюконовой, кетоглюко­
новой, уксусной и молочной кислот. Методы получения разнообразны. 

Наиболее перспективным является микробиологический способ на 
основе иммобилизованных ферментов. В качестве носителя используют 
полиакриламидный гель. Так, при промышленном получении лимонной 
кислоты используют непрерывное культивирование культуры Aspergillus 
niger. Иммобилизованные клетки имеют в 2,4 раза более высокую скорость 
синтеза лимонной кислоты по сравнению с обычными клетками. Показа­
но, что при непрерывном культивировании продуцентов максимальный 
выход кислоты составляет 39 мг/ч (при количестве геля 40 г).

Биосинтез глюконовой кислоты также осуществляется на основе им­
мобилизованных клеток. Здесь используют культуру Gluconobacter 
suboxidans и нейлоновый гель. Выход глюконовой кислоты – 5,3 г/л.

Японскими учеными были иммобилизованы клетки Aspergillus terreus 
в полиакриламидном геле. При непрерывном культивировании получали 
итаконовую кислоту. Ее выход составлял 60 мг/ч/40 г геля.

Для биосинтеза молочной кислоты используют Lactobacillus sp., 
L. bulgaricus. При непрерывном культивировании на глюкозосодержащей 
среде в альгинатном геле получают до 5 г молочной кислоты.

Запатентован способ получения пантотеновой кислоты на основе раз­
личных культур. При этом производят ферментативную обработку раз­
личными протеазами. Из 50 мл этилпантотената при инкубации при 30 оС 
в течение ночи выход пантотеновой кислоты составил: для E. coli – 38 %, 
Aerobacter aerogenes – 60 %, Citrobacter indelumedium – 45 %,  Micrococcus 
luteus – 97 %, Brevibacterium linens – 100 %.

Продуцентами яблочной кислоты являются иммобилизованные клет­
ки Br. ammoniagenes.

Часто используется метод иммобилизованных ферментов на основе 
носителя пролиактирамидного геля. Так, максимальный выход лимонной 
кислоты составляет при использовании этого способа 39,1 мг/ч, глюко­
новой кислоты – 80 г/дц3, итаконовой кислоты – 60 мг/ч.

Для биосинтеза органических кислот используют различные бактерии 
и грибы. Так, в синтезе глюконовой кислоты участвуют продуценты 
Gluconobacter suboxydans, синтезе итаконовой кислоты – Aspergillus terreus,  
молочной – Lactobacillus sp., Lactobacillus bulgaricus, яблочной кислоты – 
Br. ammoniagenes.
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