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В работе показано, что ген groEL S. meliloti, кодирующий субъединицы шаперонина с молекулярной 
массой 60 кДа, комплементирует делецию гена groEL Е. coli, осуществленную путем замены 
groEL на nptll ген с помощью трансдукции фагом РЇ При этом для экспрессии гена groEL из S. 
meliloti в клетках Е. сой использована плазм ида с промотором арабинозного оперона Е. coli, что 
позволило тонко регулировать синтез шаперонинов содержанием арабинозы и глюкозы в среде 
выращивания. Метод замен хромосомного гена groEL на гетерологичный groEL, примененный в 
данной работе, позволяет изучать свойства гомологичных шаперонинов в клетке, не несущей 
дополнительно температурочувствительных шаперонинов и, таким образом, избежать нежела
тельного взаимодействия шаперонинов различного происхождения и включения в один шаперонин 
гетерологичных субъединиц. 

Введение. Известно, что шаперонины бактерий от
вечают за посттрансляционную сборку многих бел
ков бактериальной клетки, давая им возможность 
правильно собираться до индивидуальной для к а ж 
дого белка функционально активной структуры. 
Шаперонин GroEL Е. coli, являющийся одним из 
наиболее хорошо изученных, представляет собой 
полый цилиндр, состоящий из двух тороидов, к а ж 
дый из которых объединяет в себе семь субъединиц 
с молекулярной массой около 60 кДа [1 ]. Субъеди
ницы шаперонинов у микроорганизмов кодируются 
геном groEL, организованным в один оперон с 
геном groES, который кодирует ко-шаперонин 
GroES [2] . К настоящему времени клонировано 
большое количество генов, кодирующих шаперони
ны у различных микроорганизмов [3, 4 ] . Все эти 
гены обладают высоким уровнем гомологии, что 
свидетельствует о крайней консервативности функ
ций, выполняемых шаперонинами в клетке. 

Большинство организмов несет только одну 
копию генов для синтеза шаперонинов. В отличие 
от них клубеньковые бактерии содержат от трех до 
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шести таких копий, экспрессирующихся в зависи
мости от изменения условий окружающей их среды 
И, 6, 7 ] . 

Известно, что мутанты клубеньковых бактерий 
люцерны S. meliloti, у которых один из генов groEL 
инактивирован инсерцией транспозона Т п 5 , прояв
ляют в симбиозе с растениями задержку клубень-
кообразования и Еіх"-фенотип. Введение оперона 
groESL Е. coli в такие мутанты не приводит к 
восстановлению азотфиксации в симбиозе с люцер
ной [5 ]. Обратное введение гена groEL 5. meliloti в 
температурочувствительный штамм Е. coli приво
дит к неполной комплементации температурочув-
ствительности этого штамма кишечной палочки, 
вызванной мутацией в гене groEL, ограничиваю
щей рост при 37 °С [5 ]. Однако результаты такого 
эксперимента не являются однозначными, так как 
в случае экспрессии в Е. coli гена groEL из S. 
meliloti в клетке кишечной палочки изначально 
присутствует температурочувствительный шаперо
нин. Экспрессия двух шаперонинов различного 
происхождения в одной клетке может приводить к 
взаимодействию их субъединиц и нечеткости фено-
типического проявления нововведенного шаперони
на. 
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В данной работе проведено изучение свойств 
одного из пяти шаперонинов из 5. meliloti в клет
ках Е. coll При этом ген groEL кишечной палочки 
был заменен на ген устойчивости к канамицину 
методом трансдукции фагом P L Такой подход 
значительно облегчает анализ мутаций в генах 
синтеза шаперонинов, которые вводят в Е. coli, 
поскольку в этом случае в клетке отсутствует 
температурочувствительный гомолог шаперонина. 

Материалы и методы. Бактериальные штаммы 
и плазмиды, использованные в работе, приведены в 
таблице. 

Штаммы Е. coli выращивали на твердой или 
жидкой среде LB [11 ] при температуре 37 °С. 

Трансдукцию с помощью фага Р1 осуществля
ли, как описано в [11 ]. Фаг размножали лизисом 
штамма Е. coli T G I AgroEL на чашках с LB. 

Ферменты для работы с Д Н К приобретены у 
«BRL», «Promega» (США) и «New England Biolabs» 
(Англия) и использованы в соответствии с [12] . 

Препарат плазмидной Д Н К готовили по мето
ду Бирнбойма и Доли [13] . 

Реакции амплификации Д Н К с помощью по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) Taq-полимера-
зы проводили в термоциклере Techne DB3. Ампли
фикацию фрагмента Д Н К с частью groES и nptll 

Рис 1, Карта плазмиды pBAC62 

Шас-pro) hsdD5(rk"mk~) thi [8] 
F' [traD36 proAB laclq lacZAM15] 
Дериват штамма E. coli T G 1 , несу- [9] 
щий nptll ген вместо groEL и плазми-
ду рВAD-EL с геном groEL, находя
щимся под регуляцией промотора 
P B A D 

Дериват штамма Е. coli T G 1, несу- Данная 
щий nptll ген вместо groEL и плазми- работа 
ду рВАС62 с геном groEL из S. meliloti 
под промотором PRAD 

Ap R , araCP B A J > [10] 
Дериват плазмиды pBAD30, несущий Данная 
ген groEL из S. meliloti под промото- работа 
р о м P B A D 

Дериват pBAD30, несущий ген groEL [9] 
из Е. coli под промотором Рвдр 

генов осуществляли с помощью праймеров D5900 и 
D2356 (Alta Bioscience, University of Birmingham) 
при следующих условиях: денатурация — 93 °С, 1 
мин 45 с; отжиг — 60 °С, 1 мин 45 с; синтез — 
72 °С, 2 мин, 30 циклов. Д л я амплификации ис
пользовали ночную культуру Е. colL 

Результаты. Для замены гена groEL штамма Е. 
coli T G I на ген nptll, кодирующий неомицинфос-
фотрансферазу, определяющую устойчивость бак
терий к антибиотику канамицину, мы, прежде 
всего, сконструировали вектор экспрессии рВАС62. 
При этом ген groEL из S. meliloti был введен в 
плазмиду pBAD30 по Xbal- и Hindi II-сайтам. (рис. 
1) под промотор арабинозного оперона Е. coli. 

Регуляция арабинозного промотора осуществ
ляется белком агаС, действующим либо как ре-
прессор, либо как активатор транскрипции в зави
симости от источника углерода, присутствующего в 
среде роста бактерии. Наличие арабинозы приводит 
к повышению экспрессии генов, находящихся под 
арабинозным промотором, в то время как глюкоза 
может полностью репрессировать синтез с араби
нозного промотора. В результате изменения этих 
компонентов среды возможна тонкая регуляция 
экспрессии groEL гена в плазмиде рВАС62. 

Мы ввели вектор для экспрессии рВАС62 в 
штамм Е. coli T G I , который затем обработали 
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Р1-фаголизатом штамма Е. coli T G I AgroEL (рис. 
2). Штамм Е. coli T G I AgroEL несет плазмиду 
рВAD-EL с геном groEL под арабинозным промото
ром. Эта плазмида комплементирует делецию хро
мосомного гена groEL, замененного на nptll ген 
[9] . 

После того как развитие фага в штамме Е. coli 
T G I (рВЛС62) было остановлено, клетки высеяли 
на твердую среду LB с канамицином (10 м к г / м л ) , 
карбенициллином (200 м к г / м л ) и арабинозой 
(0,2 % ) . Все 55 клонов, появившихся на следую
щий день на этой селективной среде, росли также 
на чашках LB, в которых концентрация канамици-
на была увеличена до 50 м к г / м л . Контрольный 
высев фаголизата не привел к появлению каких-
либо клонов. Шесть клонов из 55 , обозначенных Е. 
coli TG62, были проверены на рост в жидких 
средах. Все они росли на жидкой среде LB с 
арабинозой (0,2 % ) , канамицином (50 мкг /мл) и 
карбенициллином (200 м к г / м л ) , но были неспособ
ными к росту на аналогичной среде без арабинозы, 
т. е. при значительном уменьшении синтеза шапе-
ронинов с гена groEL из 5. meliloti, находящегося 
под арабинозным промотором в плазмиде рВАС62. 

Получение мутантного штамма Е. coli TG62 с 
делецией хромосомного groEL гена, комплементи-
рованной геном groEL из 5. meliloti в составе 
плазмиды рВАС62, было подтверждено рестрикци-
онным анализом плазмиды рВАС62, выделенной из 
штамма Е. coli TG62 , а также П Ц Р жидкой куль
туры штамма Е. coli TG62 с праймерами D5900 
(Alta Bioscience; верхний праймер, кодирует уча
сток groES гена, находящегося перед геном groEL в 
одном опероне с ним) и D2356 (Alta Bioscience; 
нижний праймер, кодирует участок nptll гена) . 
Делеция groEL гена на хромосоме при его замене 
на ген nptll приводит к появлению фрагмента Д Н К 
длиной 662 п. н. (рис. 3 , а, дорожка 4, и р и с 3, б). 
П Ц Р ДНК штамма Е. coli T G I DgroEL, построен
ного ранее [9] и несущего замену хромосомного 
groEL гена на ген nptll с комплементацией геном 
groEL из этого же штамма на плазмиде pBAD-EL, 
служит положительным контролем (рис. 3 , а, до
рожка 3). П Ц Р штамма Е. coli T G I (рВАС62), 
исходного штамма для комплементации функции 
groEL гена геном срп60-2х с помощью трансдук-
ции, служит отрицательным контролем ( р и с 3, а, 
дорожка 2) . Появление дополнительного слабовы-
раженного фрагмента Д Н К длиной около 400 п. н. 
в отрицательном контроле, по всей видимости, 
является результатом неспецифического связыва
ния праймера D2356 в районе groEL гена, вызван
ного данными условиями амплификации. 

Таким образом, штамм Е. coli TG62 несет 

Рис. 2. Схема замены хромосомного гена groEL TGI Е. coli 
nptll (а); инфицирование E. coli TGlAgroEL (pBAD-EL) уме
ренным трансдуцирующим бактериофагом PI (б); получение PI 
фаголизата Е. coli TGlAgroEL (рВ AD-EL) с включением в фаги 
фрагментов хромосомы бактерии длиной до 20 тыс. п. н. (в); 
инфицирование Е. coli TGI (pBAC62) суспензией рекомбинан-
тных бактериофагов Р1 и двойная рекомбинация по гомологии 
между идентичными фланкирующими последовательностями 
(FS) генов groEL и nptll (<?). Результирующий штамм Е. coli 
TG62 
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Рис. 3. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами 
D5900 и D2356 как подтверждение замены хромосомного гена 
groEL на ген nptll в штамме Е. coli TG62 (а: 7 — 1 тыс. п. н. 
ДНК Ladder («Gibco BRI>; стрелками указаны фрагменты ДНК 
длиной 517 и 1018 п. н.); 2-Е. coti TGI (рВАС62)\ 3-Е. coli 
TGI groEL; 4 — E. coli TG62; объяснения см. в тексте) и схема 
прикрепления праймеров для ПЦР к хромосомной ДНК конт
рольного штамма TG1 и штамма TG62 (б) 

только один ген синтеза шаперонина из S. meliloti, 
находящийся на плазмиде рВАС62, и не содержит 
дополнительного температурочувствительного гена 
groEL, используемого для исследования физиологи
ческих свойств штаммов, экспрессирующих мутан-
тные или гетерологичные GroEL белки. 

Морфология колоний штамма Е. coli TG62 не 
отличалась от таковой колоний штамма Е. coli T G I 
при росте на агаризованной среде LB при темпера
туре 37 ° С 

Для исследования физиологических изменений 
в клетке, вызванных заменой шаперонина Е. coli 
на гетерологичный шаперонин из S. meliloti, штам
мы кишечной палочки T G I (pBAD-EL), T G I 
(рВАС62), T G I AgroEL (рВAD-EL) и T G 6 2 
(рВАС62) были проверены на способность к росту 
в жидкой среде LB с арабинозой (0,2 %) и карбе-
нициллином (200 м к г / м л ) при температурах 37, 40 
и 42 °С (рис. 4) . Способность к росту проверяли 
высевом разведений на чашки LB с карбеницилли-
ном и арабинозой. Штаммы T G I (pBAD-EL) и TG1 
(рВА62) использовали в качестве контроля эффек
та, оказываемого плазмидами, производными от 
рВАПЗО. Кривые роста для штаммов T G I (рВAD-
EL), T G I (рВАС62) и T G I AgroEL (рВAD-EL), т. 
е. для штаммов, в которых экспрессировался groEL 
ген Е. coli, находящийся либо на плазмиде, либо на 
хромосоме, были фактически идентичными. Поэто

му на р и с 4 все они обозначены, как кривые роста 
штамма T G 1 . Из графиков видно, что кривая роста 
штамма TG62 при температуре 37 °С похожа на 
кривую роста штамма T G 1 . Однако время удвоения 
клеток штамма TG62 значительно увеличено и 
составляет около 2—4 ч по сравнению с і ч , 
характерным для родительского штамма. При по
вышении температуры до 42 °С после очень незна
чительного повышения титра клеток Е. coli TG62 в 
среде их количество последовательно уменьшалось. 

Сложность строения шаперонинового комплек
са предполагает двойственное объяснение отмечен
ного эффекта неспособности шаперонина из клу
беньковых бактерий люцерны комплементировать 
шаперонин из Е. coli при повышении температуры. 
Отличия в аминокислотных последовательностях 
между GroEL субъединицами Е. coli и S. meliloti 
могут сказываться на стабильности шаперониново
го комплекса при повышенной температуре, напри
мер, могут возникать изменения структуры про
странства Анфинсена шаперонина или изменения, 
приводящие к его неспособности связывать АТР. В 
то же время наличие у ризобий нескольких функ
ционально активных гомологичных шаперонинов 
предполагает различие субстратов, которые шапе-
ронины собирают в зависимости от изменения ус
ловий окружающей среды (в частности, при симби
озе) либо различия в эффективности сборки этих 
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Рис. 4. Кривые роста жидких культур штаммов TG1 (7) и TG62 (2) Е. coli при температурах 37 (а), 40 (б) и 42 (в) °С. 
Представленные данные являются средними трех независимых измерений в четырех повторностях 

субстратов. Повышение температуры и, как следст
вие, конформационные изменения шаперонина мо
гут приводить к изменению круга белков, собирае
мых шаперонином. В этот круг белков могут не 
входить некоторые жизненно важные белки Е. colU 
что и приводит к гибели клетки. Такое объяснение 
кажется вполне вероятным исходя из того факта , 
что клубеньковые бактерии способны к росту при 
температурах до 50 °С. Изменения в круге белков, 
собираемых данным шаперонином, могут компен
сироваться другими гомологичными шаперонина-
ми, находящимися в клетке клубеньковой бакте
рии. Таким образом, круг белков, собираемых го
мологичными шаперонинами, может не совсем 
совпадать. Но за счет сужения этого круга шаперо-
нины могут более эффективно работать в зависи
мости от изменения условий окружающей среды, 
что может быть особенно важно для клубеньковой 
бактерии как организма, синтезирующего огром
ный пул новых белков при вступлении в симбиоз и 
азотфиксации. Такое объяснение, однако, требует 
дополнительных исследований, направленных на 
изучение специфичности гомологичных шаперони-
нов к белкам клетки или проверки всех шаперони-
нов S. meliloti на температурочувствительность в 
клетке Е. colt 

Работа выполнена по гранту от T h e Royal 
Society. Авторы признательны А. Л . Здоровенко за 
помощь в оформлении статьи. 

В. М. Єрко, П. А. Ланд 

Заміна groEL гена Escherichia coli його гомологом із 
Sinorhizobium meliloti 

Резюме 

У роботі показано, що ген groEL S. meliloti, який кодує 
субодиниці шапероніна з молекулярною масою 60 кДа, ком пиг
менту є делецію гена groEL Е. coli, здійснену шляхом заміни 
groEL на nptll ген за допомогою трансдукції фагом Р1. При 
цьому для експресії гена groEL з S. meliloti в клітинах Е. coli 
використано плазміду з промотором арабінозного оперону Е. 
coli, що дозволило тонко регулювати синтез иіаперонінів 
кількістю арабінози і глюкози в середовищі вирощування. 
Метод заміни хромосомного гена groEL на гетерологічний 
groEL дозволяє вивчати властивості гомологічних иіаперо
нінів у клітині, яка не несе додатково температурочутливих 
иіаперонінів і, таким чином, уникнути небажаної взаємодії 
иіаперонінів різного походження і включення в один шаперонін 
гетерологічних субодиниць. 

V. N. Yerko, P. A. Lund 

Replacement of groEL gene of Escherichia coli by its homologue 
from Sinorhizobium meliloti 

Summary 

We show that groEL gene from S. meliloti coding for chaperonin's 
subunits with molecular weight 60 kDa complements deletion of 
groEL gene of E. coli accomplished by replacement of groEL by 
nptll gene using PI phage transduction. For expression of groEL 
gene from S. meliloti in E. coli cells we used plasmid with E. coli 
arabinose promoter allowing tight regulation of chaperonin bio
synthesis by varying concentration of arabinose and glucose in 
growth medium. The method of replacement of chromosomal groEL 
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gene by heterologous groEL allows investigation of chaperonin's 
behavior in a cell that does not carry additionally temperature 
sensitive chaperonins and thus allows to avoid undesirable in
teraction of chaperonins of differen origin and inclusion of he
terologous subunits into the same chaperonin. 
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