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В работе показана возможность трансформации штаммов B. subtilis, перспективных для созда-

ния штаммов-продуцентов шикимовой кислоты. Получены исходные ампликоны для создания ге-
нетических конструкций, предназначенных для интеграции в состав бактериальной хромосомы. 
Среди ампликонов выявлен генетический полиморфизм, который может являться следствием му-
тагенеза, используемого при получении штаммов-продуцентов триптофана. С использованием по-
лученных ампликонов создана интеграционная система для направленной инактивации гена шики-
мат-киназы в клетках бактерий B. subtilis.
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Шикимовая кислота и ее производные благодаря хиральным свойствам молекулы 
широко востребованы в фармацевтической промышленности. Шикимовая кислота 
является ключевым компонентом для синтеза препаратов, активно применяемых при 
химиотерапии раковых заболеваний, для лечения и профилактики заболеваний, вы-
зываемых штаммами вируса гриппа; для ряда соединений шикимовой кислоты пока-
зана антикоагулянтная и антитромботическая активность и др. [9; 4].

У растений и микроорганизмов шикимовая кислота служит предшественником 
большого числа различающихся в функциональном отношении первичных и вторич-
ных метаболитов, таких как: ароматические аминокислоты (фенилаланин, тирозин 
и триптофан), лигнин, фолиевая кислота, тетрациклин, убихиноны, фенольные и кар-
боловые соединения, алкалоиды [8; 10], поэтому многие ее производные представ-
ляют интерес для сельского хозяйства и используются в качестве гербицидов и анти-
бактериальных средств. Применение этих соединений основано на их способности 
блокировать шикиматный путь у организмов указанных систематических групп без 
негативного эффекта для млекопитающих и человека [13].

Одной из главных задач современной фармацевтической и медицинской химии яв-
ляется создание новых низкодозных безопасных и в тоже время эффективных препа-
ратов на основе доступного сырья [16]. Однако шикимовая кислота таковым не явля-
ется, хоть и высоко востребована для получения различных медицинских препаратов. 
Наличие широкого круга потенциальных областей применения шикимовой кислоты 
обуславливают постоянный поиск и апробацию различных способов ее получения [1]. 
По этой причине весьма целесообразным является поиск альтернативных источников 
этого сырья и модификация существующих способов его получения.

Целью работы являлось получение генетических конструкций для модификации 
шикиматного пути у бактериальных штаммов B. subtilis, обладающих способностью 
к повышенному синтезу триптофана и потенциально пригодных для получения на их 
основе продуцентов шикимовой кислоты.

В работе использовали бактериальные штаммы: E. coli – DH5α [14] и XL1 – Blue 
[6]; B. subtilis – типовой штамм 168 trpC2 [2] и штаммы из коллекции кафедры гене-
тики БГУ, характеризующиеся повышенным уровнем синтеза триптофана: B. subtilis 
КМБУ 2003, B. subtilis ВКПМ5434, B. subtilis ВНИИ Генетика-15 [9], и его произво-
дные С10, D3 и D4, полученные путем ступенчатого мутагенеза штамма B. subtilis 
ВНИИ Генетика-15 и последующего отбора мутантов, резистентных к структурным 
аналогам триптофана (уровень продукции L-триптофана составляет 10–12 г/л); и плаз-
миды: pMTL21C, pLAV1, pAL1 и pAL2 [10], pMUTIN4 [15].
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Бактериальные культуры выращивали в жидких и на плотных питательных средах 
различного состава: LB [11] либо минимальной среде Spizizen [2]. Агаризованные сре-
ды содержали 1,5 % агара, источником углерода служила глюкоза в конечной концен-
трации 0,2 % (E. coli) и 0,5 % (B. subtilis). Аминокислоты, основания и витамины до-
бавляли до конечной концентрации в 20, 10 и 1 мкг/мл соответственно.

Плазмидную ДНК из бактерий E. coli и B. subtilis выделяли методом щелочного 
лизиса [3], для выделения плазмид из клеток бактерий B. subtilis культуру плазмидсо-
держащих бактерий выращивали при 30 °C. Тотальную ДНК исследуемых бактерий 
выделяли методом фенол-хлороформной экстракции и использовали в качестве ма-
трицы в полимеразной цепной реакции.

Трансформацию клеток бактерий E. coli и B. subtilis, предварительно переведен-
ных в состояние компетентности, проводили согласно рекомендациям, приведенным 
в руководстве [11] и работах [2; 5]. Трансформацию штаммов B. subtilis, обладающих 
повышенным уровнем синтеза триптофана, проводили по модифицированной мето-
дике. Для трансформации использовали 100–150 нг плазмидной ДНК.

Фрагмент бактериальной хромосомы B. subtilis, содержащий гены tmrB и aroI – ам-
плифицировали с помощью двух пар альтернтивных праймеров (табл. 1). Для пары 
ShikF-NotI и ShikR-BamHI использовали следующие режимы амплификации: 94 °C – 
5 минут (один цикл); 94 °C – 30 секунд, 52 °C – 30 секунд, 68 °C – 2 минуты (10 ци-
клов); 94 °C – 30 секунд, 54 °C – 30 секунд, 68 °C – 2 минуты (20 циклов); 72 °C – 10 ми-
нут. Праймеры содержали на 5' концах сайты распознавания рестриктаз NotI и BamHI 
соответственно.

Для пары ShikF1-EcoR1 и ShikR2-SacII использовали следующие режимы ампли-
фикации: 94 °C – 5 минут (один цикл); 94 °C – 30 секунд, 55 °C – 10 секунд, 54 °C – 
25 секунд, 68 °C – 2 минуты (10 циклов); 94 °C – 30 секунд, 54 °C – 30 секунд, 68 °C – 
1 минута 30 секунд (25 циклов); 72 °C – 5 минут. Праймеры содержали на 5' концах 
сайты для рестриктаз EcoR1 и SacII соответственно.

Таблица 1
Последовательность и термодинамические характеристики праймеров, 

используемых для амплификации фрагмента бактериальной хромосомы B. subtilis, 
содержащий гены tmrB и aroI.

Название Последовательность 5' – 3' Температура 
плавления (Tm), °C

Доля 
GC,%

ShikF-NotI GCGGCC GCC ATT AGT GTA AAG TGG TGA AC 53/61/52 (64/73/64) 43 (55)
ShikR-BamHI ccGGAT CCG CCC AGA GAT ACG ATT TTG 54/61/55 (63/71/63) 52 (56)
ShikF1-EcoR1 gGAATTC CGG TAT GTA TCT GTC AGA GAA G 53/60/52 (60/69/59) 45 (45)
ShikR2-SacII cCCGCG GGC CAC TTT TGA ATT GTG CTT GT 53/61/55 (60/69/59) 43 (45)

П р и м е ч а н и е. В последовательности праймеров использовали следующие обо-
значения: подчеркиванием обозначен сайт распознавания рестриктазы; полужир-
ным шрифтом с разбивкой на триплеты обозначены комплементарные участки об-
ласти первичной посадки праймера; строчными буквами обозначены нуклеотиды, 
необходимые для успешной работы используемых ферментов рестрикции. Числовые 
значения температуры плавления рассчитаны простым методом / с корректировкой 
по концентрации солей / по алгоритму ближайших соседей. Значения температуры 
плавления и доли GC, указанные в скобках, приведены для области вторичной по-
садки праймера.
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При разработке праймеров использовали возможности интернет-ресурсов http://
www.bio.bsu.by/molbiol/oligocalc.html и http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Химический син-
тез праймеров осуществляла компания «Праймтех» (Минск, Беларусь).

Используя в качестве матрицы в полимеразной цепной реакции препараты тоталь-
ной ДНК, выделенной из штаммов, обладающих повышенной способностью к син-
тезу триптофана и типового штамма B. subtilis 168 trpC2, и указанные пары прайме-
ров, были подобраны условия для получения целевого продукта. При оптимизации 
условий было установлено, что наибольший выход продукта амплификации наблю-
дается при снижении температуры отжига праймеров на 2 °C относительно теоре-
тически рассчитанной, что может являться следствием полиморфизма областей по-
садки праймеров, возникшего при получении данных штаммов. Также модификация 
предусматривала понижение температуры стадии полимеризации c 72 °C (оптималь-
ной для эффективной работы Taq-полимеразы) до 68 °C градусов (температуры, реко-
мендуемой для работы с АТ-богатыми матрицами). Указанные изменения позволили 
получить специфические продукты амплификации размером около 1 т. п. н. для всех 
проанализированных матриц. Для доказательства того, что полученные ампликоны 
имеют структуру, сходную с ожидаемой, полученные ампликоны были верифициро-
ваны с использованием рестриктаз HindIII и PstI и последующим электрофоретиче-
ским разделением в агарозном геле.

Анализ полученных электрофореграмм показал, что все полученные ампликоны 
имеют сходство в организации строения, но на основании электрофоретической под-
вижности выявляемых рестриктов могут быть разделены на две группы. К первой мо-
гут быть отнесены продукты, получаемые с препаратов тотальной ДНК следующих 
штаммов B. subtilis: ВКПМ5434, ВНИИ Генетика-15 D4 и КМБУ 2003–2; ко второй 
группе – ВНИИ Генетика-15 D3, ВНИИ Генетика-15 C10, КМБУ 2003–1 и 168 trpC2. 
Данные различия могут являться следствием серии мутагенезов, при помощи кото-
рых были получены используемые в работе штаммы.

Продукты амплификации, верифицированные посредством рестрикционного ана-
лиза, были клонированы в состав векторов pMTL21C и pMUTIN4. Отбор рекомби-
нантных молекул осуществляли с помощью трансформации клеток бактерий E. coli 
штаммов DH5α либо XL1–Blue лигированной смесью с обогащением по ключевым 
рестриктазам и селекцией на средах с X-Gal, IPTG, ампициллин 50–100 мкг/мл. Из по-
лученных трансформантов выделяли плазмидную ДНК и проверяли на соответствие 
заданным характеристикам посредством рестрикционного и сиквенс-анализа. По ре-
зультатам последнего был отобран ряд молекул, у которых молекулярно-генетическая 
организация ключевых детерминант соответствует ожидаемым и которые могут быть 
использованы для направленной и регулируемой инактивации гена шикимат-киназы 
в клетках бактерий B. subtilis.

В результате выполнения данной работы были получены исходные ампликоны 
для создания генетических конструкций, предназначенных для интеграции в состав 
бактериальной хромосомы. Среди ампликонов был выявлен генетический полимор-
физм, который может являться следствием мутагенеза, используемого при получении 
штаммов-продуцентов триптофана. С использованием полученных ампликонов созда-
на интеграционная система для регулируемой направленной инактивации гена шики-
мат-киназы в клетках бактерий B. subtilis. Полученные результаты являются важной 
основой для дальнейшего конструирования продуцентов.
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