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ОПТИМИЗАЦИЯ СИСТЕМЫ ФАГОЗАВИСИМОГО СИНТЕЗА 
β-ЛАКТAMАЗЫ ТЕМІ В КЛЕТКАХ ESCHERICHIA COLI 

На примере гена β-лактамазы разработана система амплификации гена. Использован-
ная система позволяет получить до 6,0-IO5 единиц активности $-лактамазы в 1 мл куль-
туральной жидкости и имеет то преимущество, что весь фермент находится в легкодо-
ступной форме. 

Введение. Развитие методов генной инженерии позволило практи-
чески любой ценный ген вводить в чужеродный организм. Для дости-
жения высокоэффективной продукции клонированного гена используют 
несколько путей. Один из них — это увеличение числа копий гена в 
клетке, или амплификация гена. Для амплификации гена и соответст-
венно получения увеличенного количества продукта, за синтез кото-
рого отвечает этот ген, используют, как правило, умеренные плазмиды 
или фаги. 

Возможность амплификации генов на плазмидах основана на том, 
что ряд плазмид имеет релаксированный контроль репликации, т. е. 
количество их в клетке может составлять от нескольких копий до не-
скольких тысяч [1]. Наибольшее распространение получили плазмиды 
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серии pBRy имеющие Со/£-подобный реиликон. Однако вероятность ис-
пользования плазмид для амплификации клонированных генов ослож-
няется несколькими обстоятельствами. Прежде всего, это нестабиль-
ность гибридных плазмид. Гибридные плазм иды могут расщепляться, 
образуя миниплазмиды, или вообще ЭЛИМИНИрОВать ИЗ КЛЄТКИ-проду-
цента при ферментации. Для поддержания стабильности плазмид 
необходимо создавать селективные условия. При сверхпродукции чу-
жеродных белков в клетках Е. coli очень часто происходит также агре-
гация этих белков, формирование нерастворимых гранул, кристаллооб-
разование, что в дальнейшем очень усложняет технологию выделения 
и очистки фермента из биомассы [2, 3]. Все это создает трудности при 
использовании плазмидосодержащих штаммов бактерий для биосинте-
за тех продуктов, ген которых клонирован в плазмиду. 

Некоторые из этих трудностей можно преодолеть, используя для 
амплификации генов умеренные фаги. На их основе в настоящее время 
создан ряд векторов, которые могут служить не только целям клониро-
вания генов, по и их амплификации. В фаги можно встраивать фраг-
менты Д Н К и помещать их под контроль определенных промоторов 
для экспрессии встроенных генов. При таких условиях гены, включен-
ные в состав Д Н К фага, могут экспрессироваться как с собственного 
промотора, так и с промоторов фагового генома. Чтобы транскрипция 
была эффективной, промотор должен быть сильным. Таковыми явля-
ются промоторы левосторонней транскрипции фага λ(Pjl), промотор 
trp-оперона, /ас-оперона и др. С целью продления времени функциони-
рования генов, встроенных в фаг λ, и предотвращения лизиса клеток 
используют мутации в ряде регуляторных генов фага. Было показано 
[4], что при использовании Q- и QS-мутаций фага λ в бактериальной 
клетке накапливалось до 50 % белков /гр-оперона от суммарных рас-
творимых белков клетки. Такой же результат был получен и при ис-
пользовании мутантов Антена фага λ. Однако работа с фагозависимыми 
системами суперсинтеза также затруднена рядом обстоятельств. Одно 
из них — частый лизис бактериальных клеток до полного накопления 
продукта клонированного гена. 

В данном исследовании мы использовали преимущества обоих спо-
собов амплификации генов — на плазмидах и на фаге λ, объединив их 
в одной системе. 

Материалы и методы. Для выращивания культур применяли 
стандартную питательную среду «Аминопептид». 

Бактериальные штаммы и бактериофаги, использованные в иссле-
дованиях: Е. coli W3101recA~13Su°— штамм-продуцент β-лактамазы; 
Е. coli К12802, содержащий плазмиду pCVll, предоставлен 
Т. Н. Копыловой-Свиридовой (ИБФМ АН СССР, Пущино); Е. coli 
RLMlXblaQatnl 17Ram54 — источник фага; Е. coli RLMISu+ — индика-
торный штамм для определения титра фага. 

Плазмиды pMCR4 и pMCRltlb получены из лаборатории В. Г. Ко-
робко (ИБХ АН СССР, Москва). 

Рестриктаза EcoRI производства НПО «Фермент» (Вильнюс). 
Выделение плазмидой Д Н К и определение копийиости осуществля-

ли по методу, описанному в литературе [5]. 
Трансформацию плазмид в штамм Е. coli W3101 проводили по 

методу [6]. 
Получение фаголизата описано ранее [7]. 
Активность β-лактамазы определяли йодометрически [8]. За еди-

ницу активности принимали наименьшее количество β-лактамазы, спо-
собной инактивировать Ю - 7 M пенициллина (60 ед.) за 1 ч при 37 °С 
в фосфатном буфере, рН 6,8—7,0. 

Результаты и обсуждение. При исследовании синтеза β-лактама-
зы ТЕМІ в различных штаммах Е. coli по фагозависимой технологии 
установлено, что максимальный выход фермента возможен при инфи-
цировании бессупрессорного штамма Е. coli W3101 фагом Xcl857bla, 
несущим амбер-мутации в поздних генах QnR [7]. Ген Ыа клонирован 
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в фаге таким образом, что его экспрессия контролируется сильными 
промоторами Iac и Pl. 

С целью оптимизации системы синтеза β-лактамазы в клетках 
Е. coli использован ряд плазмид, содержащих Ь/а-ген, — pCVll, 
pBR322y pMCR4, pMCRltlb, pGEMl. Для этого упомянутые плазмиды 
были трансформированы в Е. coli, затем плазмидосодержащие штаммы 
выращивали в условиях интенсивной аэрации до логарифмической фа-
зы роста и заражали фагом. Через 14—16 ч после заражения опреде-
ляли активность β-лактамазы. Уровень синтеза фермента в штамме-
продуценте, содержащем различные плазмиды, отражен в таблице. 

Активность $-лактамазы в штамме-продуценте Е. coli Ψ3101, содержащем плазмиды 
различной копийности, при заражении фагом Xcl857blaQ~R-
β-lactamaze activity in the Ε. coli W3101 produced strain which contain plasmids with 
different copy number ofter infection of the Xc 1857bIaQ-R~ page 

Плазм и да 
Копийность 

плазмид 
в клетке 

Активность 
β -лактамазы, 
ед/мл лизата 

J Плазмида 
Копийность 

плазмид 
в клетке 

Активность 
β-лактамазы, 
ед/мл лизата 

pCVll 
pBR322 
pMCR4 

15=1=5 
40-Ы0 
30=4=10 

3,5-104 
3,2-105 
1,5-105 

pMCRltlb 
pGEMl 

3 0 + 1 0 
8 0=М0 

7,7-IO4 

6,0-105 

Согласно литературным данным [9], плазмиды pMCR4 и 
pMCRltlb, производные плазмиды pBR322, являются многокопийными. 
Можно было ожидать, что большее число копий плазмиды будет спо-
собствовать повышению выхода β-лактамазы. Однако в нашей системе 
мы этого не наблюдали. 

Наибольший выход β-лактамазы при заражении фагом имел место 
в штамме с плазмидой pGEMl и составлял 6,0· IO5. Определение ко-
пийности всех изученных плазмид показало, что плазмиды pMCR4y 
pMCRltlb и pBR322 в штамме Е. coli W3101 содержатся в примерно 
одинаковом количестве — 30—40 копий на клетку бактерии. Копий-
пость pCVll — 15, a pGEMl — около 80. 

Таким образом, на примере β-лактамазы нами впервые была раз-
работана двойная система синтеза продукта гена, клонированного как 
в фаге, так и в плазмиде. Основным преимуществом такой системы 
является то обстоятельство, что в конце ферментации при соблюдении 
соответствующих условий весь фермент находится в культуральной 
жидкости, а не заключен в клетку, как это было бы при использовании 
только плазмидной технологии. Объединение плазмидной и фаговой 
технологий обеспечивает получение большого количества β-лактамазы 
в легкодоступной форме, что весьма важно для дальнейшего выделения 
и очистки этого препарата. 

Р е з ю м е 

На прикладі гену β-лактамази розроблена система ампліфікації гену. Використана 
система дозволяє одержувати до 6,0· IO5 одиниць активності β-лактамази в 1 мл куль-
тур а льної рідини і має ту перевагу, що увесь фермент знаходиться в легкодоступній 
формі. 

S u m m a r y 

The original system of the β-lactamase gene amplification has been worked out. Such 
a system can produce 6.0-IO5 units of β-lactamase activity per ml of cultural medium and 
has such an advantage as the accessible enzyme form. 
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ВЛИЯНИЕ УФ-ОБЛУЧЕНИЯ НА ПЕРЕНОС ЧУЖЕРОДНЫХ ГЕНОВ 
В ТІ-ПЛАЗМИДУ AGROBACTERIUM TUMEFACIENSf 

ОСУЩЕСТВЛЯЕМЫЙ С ПОМОЩЬЮ ПРОМЕЖУТОЧНЫХ ВЕКТОРОВ 

Изучали влияние УФ-облучения реципиентных клеток A. tumefaciens на частоту пере-
носа чужеродных генов в Ті-плазмиду, осуществляемого с помощью промежуточных 
векторов. Показано, что эффективность переноса возрастает в 10—100 раз после крат-
ковременного облучения реципиентных клеток. УФ-облучение клеток A. tumefaciens 
перед конъюгацией предлагается в качестве приема для повышения эффективности пе-
реноса чужеродных генов в Ті-плазмиду A. tumefaciens при использовании для этого 
промежуточных векторов. 

Введение. Один из наиболее распространенных способов переноса чу-
жеродных генов в растительный геном заключается в трансформации 
растительных клеток 77-плазмидой A. tumefaciens. Чужеродные гены 
либо вводятся в Ti-плазмиду с помощью промежуточных векторов [1] 
и в составе Т-ДНК сопереносятся в растительный геном, либо такой 
соперенос осуществляется бинарной системой [2]. При использовании 
промежуточных векторов перенос чужеродного гена в 77-плазмиду про-
исходит за счет рекомбинации in vivo между гомологичными участками 
промежуточного вектора и 77-плазмиды. Частота появления трапсконъ-
югантов, содержащих коинтеграт 77-плазмида— промежуточный век-
тор, отражает эффективность двух процессов: переноса плазмиды в ре-
ципиептную клетку и рекомбинации и также зависит от протяженно-
сти области гомологии [3]. Эта величина, как правило, невелика 
(10~8—Ю - 7 на реципиентную клетку) и в некоторых случаях получить 
трансконъюганты без определенных усилий не удается. 

В данной работе описано применение УФ-облучения реципиентных 
клеток агробактерий для повышения частоты переноса чужеродных 
генов в 77-плазмиду, происходящего в результате рекомбинации между 
77-плазмидой и плазмидой, в которой локализован чужеродный ген, 
т. е. промежуточным вектором. 
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