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ИССЛЕДОВАНИЕ СИНТЕЗА β-ЛАКТАМАЗЫ TEM1 
В РАЗЛИЧНЫХ ШТАММАХ ESCHERICHIA COLI 
ПРИ ЗАРАЖЕНИИ ИХ ФАГОМ λ bla С АМБЕР-МУТАЦИЯМИ 
В РЕГУЛЯТОРНЫХ ГЕНАХ * 

Проведен поиск оптимальных условий для функционирования системы фагозависимого 
синтеза β-лактамазы. Для этого были выделены рекомбинантные фаги Xbla, в которых 
структурный ген fi-лактамазы (Ыа) ориентирован альтернативно. Установлено, что 
эффективная экспрессия Ыа-гена наблюдается в конструкции, где он контролируется 
сильными Iac- и PL-промоторами фага λ. Получены Ν~ и QR- производные фага Xbla. 
Осуществлен подбор штамма-продуцента fi-лактамазы. Максимальный выход $-лакта-
мазы наблюдается при инфицировании бессупрессорного штамма Е. coli Ψ3101 фагом 
XblaQ-R-. 

Введение. В ряде работ [1—3], посвященных вопросам сверхпродук-
ции биологически активных веществ, показано, что инфицирование кле-
ток Е. coli умеренным бактериофагом λ, содержащим в своем геноме 
ген целевого продукта, приводит к высокому выходу этого продукта. 
При попадании Д Н К фага в бактериальную клетку начинается син-
тез генных продуктов, обеспечивающих автономную репликацию фаго-
вой Д Н К , ее упаковку в фаговые частицы и последующий лизис клетки 
с освобождением 100—200 фаговых корпускул. При этом идет и син-
тез продукта, ген которого встроен в Д Н К фага. Д л я того чтобы за-
медлить процесс созревания и сборки фага, а также предотвратить 
лизис клетки-хозяина и тем самым продлить время функционирования 
нужного гена, вводят амбер-мутации в регуляторные гены фага λ—· 
ранний N и поздний Q, а также в поздние структурные гены R и S. 
При заражении таким фагом штамма Е. coli, не имеющего супрессора, 
который исправляет амбер-мутации, происходит накопление продукта 
клонированного гена и выход достигает высокого уровня. Д л я получе-
ния фермента β-галактозидазы с одинаковой эффективностью были 
использованы N-- и (2^/? --производные фага λ. Выход фермента дости-
гал 1 г из 1 л культуральной жидкости [3]. Известно использование 
iV~-, Q--, Q-R--f S - -производных фага для максимализации экс-
прессии генов trp-оперона и роМ-гена [4, 5]. При разработке системы 
синтеза фермента β -лактамазы по фагозависимой технологии мы осно-
вывались на вышеизложенных данных. Фермент гидролизует β-лактам-
ное кольцо антибиотиков пенициллинового ряда. Благодаря своим фи-
зико-химическим свойствам (небольшая молекулярная масса (м. м.) — 
26 500, одна субъединица, стабильность при хранении, простота детек-
ции) β -лактамаза является перспективным ферментом для твердофаз-
ного иммуноферментного анализа с использованием канъюгатов на 
основе этого фермента. 

* Представлена членом редколлегии В. А. Кордюмом. 
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Материалы и методы. Бактериальные штаммы, использованные в 
исследованиях: Е. coli К12 802, содержащий плазмиду pCVll,— полу-
чен от Т. Н. Копыловой-Свиридовой (Ин-т биохимии и физиологии 
микроорганизмов АН СССР, Пущино) ; Е. coli С600, используемый для 
трансформации; бессупрессорные штаммы Е. coli Su0: MR31, W3101, 
3000X74, АВ259, СА77, 10; супрессорные штаммы Е. coli Su+: Kl2, 
СА5013, RLMI; штаммы Е. coli Su+, имеющие супрессор, непол-
ностью исправляющий амбер-мутации, — НВ101, С600. Бактериофаги: 
Kplac5cl857A(HindIIIK2-sHindIIIK3)sRlK3° SR1K50-A(SR1 Iacz sliaelll 
lacZ)UV5, содержащий один сайт EcoRI1 в тексте мы будем называть 
его Kcl (получен от П. Тиолле, Пастеровский ин-т, Франция) ; 
Kplac5cl857Nam53 — в дальнейшем KclN-N-. Kplac5cl857Qaml 17Ram54 
— далее KclQ-R-. 

П и т а т е л ь н ы е с р е д ы . Д л я выращивания культур использо-
вали «Аминопептид» — ферментный гидролизат белков. Твердый (2 %) 
и мягкий (0,6 %) агары готовили на разведенном 1 : 1 0,14 M NaCl-
аминопептиде. 

Плазмидную Д Н К выделяли по методу Клевелла и Хелинского [6]. 
Ферменты, использованные для конструирования рекомбинантной 

молекулы KclpCV 11 (в дальнейшем мы будем называть clbla),— EcoRIf 
Т4-ДНК-лигаза , SalI — производства Н П О «Фермент» (Вильнюс). По-
лучение £со/?/-фрагментов Д Н К фага и плазмиды pCVll и последую-
щее лигирование проводили по общепринятому методу [7]. 

Т р а н с ф о р м а ц и ю Е. coli С600 осуществляли на хлор-кальци-
евых компетентных клетках, выделенных по методу Дагерта и Эр-
лиха [8]. 

Э л е к т р о ф о р е з фрагментов рекомбинантных Д Н К фага 
Kclbla производили в 0,7 %-ном агарозном геле размером 8,5X12 см, 
толщиной 3 мм в трис-ацетатном буфере, рН 8,0 (40 мМ трис, 20 мМ 
ацетат натрия, 2 мМ ЭДТА, 18 мМ NaCl) в течение 17 ч при напря-
жении 20 В на пластинку при комнатной температуре. 

П о л у ч е н и е ф а г о л и з а т о в . Лизогенные культуры выра-
щивали на аминопептиде в условиях интенсивной аэрации при 28 °С 
до плотности 1-Ю 8 клеток в 1 мл. Затем в течение 20 мин их термо-
индуцировали при 43 °С. Через 70—80 мин при 37 °С наступает лизис 
клеток. При таких условиях титр фага составлял (1—2) · 10!0 БОЕ/мл 
[9]. В качестве индикаторной культуры использовали штамм Е. coli 
RLMI (Su+). 

Активность β -лактамазы определяли йодометрически по методу 
Чайковской и Венкиной [10]. За единицу активности принимали 
наименьшее количество β-лактамазы, способное инактивировать 
IO -7 M пенициллина (60 ед.) за 1 ч при 37 °С в фосфатном буфере, 
рН 6,8—7,0. 

В в е д е н и е м у т а ц и й в г е н ы Ny Q, R. Мутации в гены 
N, Q, R рекомбинантного фага Kclbla вводили методом рекомбинации 
in vivo. Д л я этого лизогенные культуры Е. coli KclN-N- и KclQ-R-
выращивали при 28 °С до плотности 1-Ю 8 клеток в 1 мл. Затем вно-
сили лизат фага Kclbla из расчета 5 фаговых корпускул на клетку. 
После 30 мин адсорбции культуру разводили в 100 раз 0,14 M раство-
ром NaCl. Д л я повышения частоты рекомбинации фаговых Д Н К куль-
туры облучали ультрафиолетом. Разбавив в 50 раз свежей питательной 
средой (0,2 мл к у л ь т у р ы + 1 0 мл среды), культуру термоиндуцировали 
20 мин при 43 °С и помещали на качалку на 2 ч. Не лизировавшие 
клетки разрушали хлороформом. Полученный лизат титровали на куль-
туре Е. coli RLMI ( S a + ) . Фаговые пятна перекалывали последовательно 
на газоны культур Su0 и Su+. Рекомбинантный фаг образовывал зоны 
лизиса в местах уколов на газоне с культурой Su+ и не образовывал 
их на газоне с культурой Sw0. Д л я обнаружения рекомбинанта 
X c l b l a N - N - или X c l b l a Q - R - на пятна лизиса наносили одну каплю 
раствора 0-нитрофенил-р-/)-галактозида (ОНФГ, синтетический суб-
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страт для фермента β -галактозидазы) . В случае присутствия исходных 
фагов X c l N - N - или X c l Q - R - в пятне появлялась ж е л т а я окраска , обу-
словленная расщеплением О Н Ф Г и образованием нитрофенола. Пятна , 
на которых отсутствовала ж е л т а я окраска и не проявляющиеся на га-
зоне с 5а°-культурой, были образованы искомыми рекомбинантными 
фагами XclbaN-N" или X c l b l a Q - R - . Отобранные фаговые пятна пере-
калывали на газон Su+ культуры Е. coli RLMI, смешанной с 0,6 %-ным 
агаром, в подложку вносили антибиотик ампициллин в концентрации 
20 мкг /мл . Культура Е. coli RLMI чувствительна к ампициллину, по-
этому в таких условиях она расти не будет. Но если произойдет лизо-
генизация этой культуры фагом с Ыа-геном, обеспечивающим гидролиз 
ампициллина, то вокруг укола появится рост лизогенной культуры 
Е. coli RLMI с интегрированным фагом Xclbla. Эти лизогенные куль-
туры являлись источником фага в дальнейших исследованиях. 

Результаты и обсуждение. Д л я создания системы суперсинтеза 
β-лактамазы на основе фагозависимой технологии первоочередной за-
дачей являлось конструирование фага, несущего в своем геноме ген 
β-лактамазы Ыа под контролем эффективного промотора, и введение 
амбер-мутации в регуляториые гены фага, а затем подбор штамма-
продуцента. Д л я достижения этих целей в фаговый вектор Xcl, име-
ющий один EcoRI-сайт, был встроен ген Ыа в составе целой плазмиды 
pCVll. Ориентацию вставки определяли с помощью рестриктного ана-
лиза с последующим электрофорезом. Рестриктаза SalI разрезает мо-
лекулу Д Н К фага на два больших фрагмента с м. м. примерно IO-IO6 

и 20· IO6 (рис. 1 ,6 ) . П л а з м и д а pCVll имеет один сайт SalI в районе 
Гс-гена. В зависимости от ориентации плазмиды можно рассчитать 
молекулярную массу ожидаемых Sa/7-фрагментов рекомбинантной мо-
лекулы Д Н К Xclbla. В данной молекуле в случае нахождения 6/а-гена 
под контролем /а£-промотора должны образоваться после обработки 
рестриктазой SalI-фрагменты с м. м. 10,1-IO6; 9,6-IO6; 12,9-10е. Но та-
кой картины мы не наблюдали. После электрофореза на геле выявле-
ны фрагменты с м. м. 10,1 -IO6; 7,6-IO6; 12,7-IO6 (рис. 1 , в ) . При допол-

Активность $-лактамазы в различных штаммах Е. coli 
при заражении фагами XclblaN~N~ и XclblaQ~R~~ 
(ед. акт.1мл лизата) 
β-Lactamase activity in various Ε. coli strains infected 
by phages XclblaN~N~ and XclblaQ~R~ (enzyme activity units 
per ml of I і>а>е) 

А к т и в н о с т ь β - л а к т а - А к т и в н о с т ь β - л а к т а -
Штамм мазы при з а р а ж е н и и мазы при з а р а ж е н и и 

фагом %clblaN~N~ фагом XclblaQ~R~ 

3000X74 (Su?) 5-Ю 3 1,16-105 
АВ259 6 ,7 - IO 3 1,16-105 
СА77 (Sn?) 1,7-IO 3 1 , 6 Ы 0 5 
10 (SuO) 0,7- IO 3 1,39-105 
MR 31 (SuO) 0,8- IO 3 0,34-105 
W3101 (SuO) 1,3-IO3 3,11-105 
НВ101 (Su ) 13,3-IO3 1,06-105 
С600 (Sui) 31, M O 3 1,42-105 
К12 (Su]) 1,37-105 1,33-105 
СА5013 (Sujr) 1,33-105 1,55·IO5 

нительном анализе после обработки рестриктазой EcoRI рекомбинант-
ной молекулы Xclbla вместо фрагмента с м. м. 5 -Ю 6 (м. м. плазмиды 
pCVll) образовался фрагмент размером 3,2· IO3. Следовательно, геном 
фага Xcl содержит делеционный вариант плазмиды pCVll с fe/a-геном, 
объясняющий различие между рассчитанными размерами фрагментов 
и полученными практически. При таком расположении вставки ген Ыа 
контролируется сильными Iac- и Pl-промоторами (рис. 2, а). При об-
ратной ориентации (рис. 2 , 6 ) фрагменты Д Н К Xclbla должны иметь 
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следующие молекулярные массы: 14,9· IO6; 5,4· IO6; 10,1· IO6, что и было 
выявлено при анализе фрагментов при электрофорезе (рис. 1 , г ) . Ак-
тивность β -лактамазы в клонах с первой ориентацией вставки (рис. 2, 
а) составляла (3—5)-IO 3 ед/мл лизата , в то время как с обратной 
ориентацией вставки — (2—4) · IO2 ед/мл лизата . Всю дальнейшую ра-
боту проводили с клонами, у которых вставка находилась в первой 
ориентации. 

Д л я увеличения времени функционирования гена Ыа и накопления 
его продукта β -лактамазы необходимо замедлить процесс созревания 
и сборки фага и предотвратить лизис клетки-хозяина. С этой целью 
в гены Ny Qy R фага Xclbla введены амбер-мутации. N — ранний ген 
положительной регуляции фага λ. Он необходим для полноценной экс-
прессии всех ранних генов, в первую очередь О и Py продукты которых 
нужны для репликации фаговой Д Н К . Продуктом гена N является 
белок — антитерминатор трансляции, необходимый для транскрипции 
генов О и P с максимальной скоростью. В отсутствие продукта гена N 
некоторая транскрипция генов О и P все ж е происходит, что, таким 
образом, объясняет невысокий уровень репликации фаговой Д Н К У 
^ - - м у т а н т о в . N-белок—мономер с м. м. 14 000, устойчив к нагрева-
нию. Специфическая активность его достигает максимума через 5 мин 
после индукции профага. Он способен подавлять как р-зависимую, т а к 
и р-иезависимую терминацию у фага [12]. Однако некоторые термина-
торы, по-видимому, д а ж е р-зависимые (например, t j в / -Я2-области) 
полностью устойчивы к антитерминирующему действию АЛбелка [ И , 

12]. Биологический смысл наличия это-
го терминатора заключается в необходи-
мости предотвращения транскрипции с 
двух нитей Д Н К в этой перекрывающей-
с я области генома. В отсутствие N-белка 

Щ ΊΓ ^ Ш I ,, * (при введении мутаций в ген N) тер ми-
нация блокируется на сайтах I m (эффек-

тЩ тивность терминации 50—70 %) и tL% 

Рис. 1. Э л е к т р о ф о р е з в 0,7 %-ном а г а р о з н о м геле ф р а г м е н т о в р е к о м б и н а н т н ы х Д Н К 
XcIbla: а — Д Н К ф а г а λ д и к о г о типа , о б р а б о т а н н а я рестриктазой EcoRI (как м а р к е р ) ; 
б — то же , но SalI (как м а р к е р ) ; в — Д Н К ф а г а XcIblay о б р а б о т а н н а я р е с т р и к т а з о й 
SalI (делеционный вариант встройки п л а з м и д ы pCVII)\ г — то ж е , но о б р а т н а я ори-
е н т а ц и я вставки . Р а з м е р ы ф р а г м е н т о в у к а з а н ы -IO6 

Fig . 1. E l e c t r o p h o r e s i s in 0 . 7 % a g a r o s e gel of r e c o n b i n a n t D N A f r a g m e n t s , a — E c o R l 
Jysa te of w i l d - t y p e Xphge D N A (as m a r k e r ) ; б — Sail l y s a t e of w i l d - t y p e Xphage D N A 
(a s m a r k e r ) ; в — p h a g e D N A t r e a t e d by r e s t r i c t a s e Sail (de le t ion v a r i a n t of pCVll p l a s -
mid i n c o r p o r a t i o n ) ; г — λ - p h a g e D N A t r e a t e d by r e s t r i c t a s e Sail ( r everse o r i e n t a t i o n of 
pCVll p l a s m i d i n c o r p o r a t i o n ) 

Рис. 2. С х е м а т и ч е с к а я к а р т а рекомбинантной м о л е к у л ы XcIbla: α, б— 1-я и 2 -я о р и е н т а -
ции рекомбинантной м о л е к у л ы соответственно 
F ig . 2. Schcme of r e c o m b i n a n t mo lecu l e of the p h a g e XCIbla. a — f i r s t o r i e n t a t i o n of 
the r e c o m b i n a n t mo le :u l e ; б — second o r i e n t a t i o n of the r e c o m b i n a n t molecule . 
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( 8 0 % ) [13—15]. Из-за неэффективности /^і-терминатора наблюдает-
ся некоторый уровень правосторонней транскрипции в области CII-O-P. 
Правосторонняя транскрипция терминируется на р-зависимом сайте 
tR2t локализованном между генами P и Q. Л/"~-производные фага λ де-
фектны по поздним Q-зависимым функциям, т. е. они не лизируют клет-
ку-хозяина и не образуют структурных компонентов фаговых частиц 
[16]. Д л я достижения более полного блока терминации транскрипции 
Д Н К фага нами был использован фаг с двойной мутацией в гене N — 
Xcl857blaNam7Natn53. В клетках Е. coli Su0 Af-мутанты существуют в 
плазмидном состоянии, образуя от 10 до 20 копий Д Н К на клетку [17]. 

Ген Q осуществляет положительную регуляцию экспрессии позд-
них генов фага X(Sy Ry A-j) [18] с помощью своего продукта Q-белка. 
Это полипептид с м. м. 23 000 [19]. Он активирует синтез Р Н К и бел-
ков с поздних генов Д Н К фага. Гены R1 Rz и S необходимы для лизиса 
бактериальной стенки. Все эти гены составляют единый оперон и вы-
ражаются как одна транскрипционная единица, начиная с промотора 
Pr, который расположен справа от гена Q. Транскрипция осуществ-
ляется конститутивно, по в отсутствие белка Q терминируется в tR'-
сайте, расположенном рядом с промотором Pr. В присутствии белка Q 
удлиняется 6S PHKr и экспрессия поздних генов резко усиливается. 
Однако потребность в Q-белке не является абсолютной. У Q-мутаптов 
образование Р Н К с поздних генов сильно подавлено, хотя транскрип-
ция ранних генов протекает нормально. В фаге с делецией по гену Q 
уровень экспрессии поздних функций составляет 10 % и поздиие белки 
продуцируются в количестве, достаточном для развития небольшого 
числа потомков [20]. 

Ген R контролирует растворение клеточной стенки бактерии. Про-
дукт гена R — муреиптрансгликозилаза, обладающая ферментативной 
активностью [21], м. м. 17 500. Введение мутаций в этот ген приводит 
к изменению лизиса бактериальной клетки. Однако применение R--
производных фага λ для максимилизации экспрессии бактериальных 
генов менее эффективно, чем Q-, Q~R~, N- [22]. 

Активность β -лактамазы в лизатах Е. coli RLMI Xclbla составила 
(3—5)-IO3 ед/мл. После введения амбер-мутаций в гены фага Xclbla 
Nj Q И R В клонах с первой ориентацией (рис. 2, а) β -лактамазная ак-
тивность в лизатах увеличилась на порядок и составила (2—4)X 
XlO4 ед/мл. Таким образом, использование N~ и (2 - /?--мутантов поз-
волило замедлить образование структурных белков и белков, необхо-
димых для лизиса клетки-хозяина, блокировать их образование у N~-
мутантов, в то время как репликация фаговой Д Н К , содержащей Ыа-
ген, идет нормально, что приводит к амплификации fe/a-гена и к накоп-
лению его продукта β-лактамазы. / 

Экспрессию 6/а-гена при заражении фагом Xclbla с амбер-мутаци-
ями в генах Ny Q и R исследовали в 10 штаммах Е. coli, отличающих-
ся по наличию или отсутствию амбер-супрессора, исправляющего му-
тации. Результаты представлены в таблице. При заражении фагом 
Xclbla Q-R- штамма Е. coli W3101 (Su0) β-лактамазы продуцируется 
примерно в два раза больше, чем при заражении этим фагом всех ис-
следованных пермиссивных штаммов Su+. Ее количество составило 
3-Ю 5 ед/мл культуральной жидкости. В других исследованных Su0-
штаммах Е. coli β-лактамазы накапливалось меньше по сравнению со 
штаммом Е. coli W3101. При заражении фагом XclblaN-N- всех Su0-
штаммов Е. coli ее синтезируется приблизительно в 20 раз меньше, чем 
при заражении этим фагом 5^+-штаммов Е. coli (таблица) . Экспрессия 
fc/a-гена в • 5м+-штаммах при заражении как фагом XclblaN-Nтак и 
фагом XclblaQ-R- шла примерно на одном уровне, так как мутации 
в этих фагах исправляет один и тот же амбер-супрессор Ey узнающий 
амбер-кодон и вставляющий в этом месте аминокислоту глутамин. Как 
уже отмечалось, для системы суперсинтеза β-галактозидазы с одинако-
вой эффективностью использовали N~- и (2~/?--производные фага λ 
[1]. Однако в системе по синтезу β -лактамазы фаг XclblaN~N~ оказал-
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ся неэффективным. Это можно объяснить следующим образом. Ген 
Ыа встроен в фаг Xcl в составе целой плазмиды. Известно, что N-ыу-
танты в бессупрессорных клетках существуют как плазмиды [23]. По-
этому фаг XclblaN-N- в 5а°-штаммах функционирует как плазмида, 
состоящая из фагового и плазмидного репликонов. Вероятно, они ка-
ким-то образом взаимодействуют, в результате чего или снижается ко-
личество копий Л^-плазмиды, или увеличивается ее нестабильность. 

В результате проведенных исследований установлено, что для фа-
гозависимой системы синтеза β-лактамазы в качестве штамма проду-
цента следует использовать бессупрессорный штамм Е. coli W3101 и 
фаг XclblaQ-R-

S T U D Y O F β - L A C T A M A S E Т Е М І S Y N T H E S I S IN V A R I O U S ESCHERICHIA 
COLI S T R A I N S I N F E C T E D BY T H E P H A G E λ BLA W I T H A M B E R - M U T A T I O N S 
IN D I F F E R E N T R E G U L A T O R Y G E N E S 

Т. V. S o r o c h y n s k a j a , S. I. Chernykh 

In s t i t u t e of Molecu la r B io logy and Genetics, 
A c a d e m y of Sciences of the Ukra in i an SSR, Kiev 

S u m m a r y 

The search of op t imal condi t ions for p h a g e - d e p e n d e n t supe r syn thes i s of β - l a c t a m a s e w a s 
unde r t aken . For th is pu rpose the r ecombinan t p h a g e wi th a l t e rna t ive ly o r ien ta ted 
β - l a c t a m a s e (bla) s t ruc tu re gene were obta ined . It w a s s ta ted , t h a t p h a g e λ b l a N - N - , 
λ b l a Q - R - de r iva tes a re obta ined. The β - l a c t a m a s e p roduc ing s t r a in w a s selected. The 
m a x i m a l recovery of β - l a c t a m a s e w a s obta ined while Su 0 E. coli W3101 s t ra in w a s in-
fectcd by λ - p h a g e bla Q - R - . 
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