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Цель и задачи настоящего исследования заключались в следующем: путем гиперосмотической электро-
трансформации ввести генетическую конструкцию pMTL21CΔaroK в клетки штамма В. subtilis 168wt 
и отобрать рекомбинантные клетки, полученные в результате интеграции конструкции pMTL21CΔaroK 
в состав бактериальной хромосомы; оценить эффективность экспрессии генов шикиматного пути с про-
мотора Pspac в клетках штамма B. subtilis 5434p4SA; изучить морфофизиологические и биохимические 
особенности полученных штаммов (эффективность роста на средах различного состава, целостность 
шикиматного пути, эффективность синтеза и накопления шикимата).

Материалы и методы исследования
Бактериальные штаммы и плазмиды. В ходе работы использовались:
	• штамм B. subtilis ВКПМ 5434 (является высокопродуктивным продуцентом L-триптофана, устой-

чивым к хлорамфениколу; предоставлен Национальным биоресурсным центром «Всероссийская кол-
лекция промышленных микроорганизмов» (Москва));

	• штамм В. subtilis 5434p4SA (характеризуется тем, что ген aroK находится под контролем промото-
ра Pspac, и отличается устойчивостью к эритромицину и хлорамфениколу; получен из штамма В. sub-
tilis ВКПМ 5434 в результате интеграции конструкции pMUTIN4ΔaroK в бактериальную хромосому);

	• штамм B. subtilis 168 (характеризуется мутацией гена trpC2 [22]);
	• штамм В. subtilis 168wt (является прототрофом; получен путем трансформации штамма В. subti-

lis 168 фрагментированным геномом B. natto);
	• штамм В. subtilis 168wt21СSA (характеризуется необратимой инактивацией гена aroK и устойчи-

востью к хлорамфениколу; получен из штамма В. subtilis 168wt в результате интеграции конструкции 
pMTL21CΔaroK в бактериальную хромосому);

	• плазмиды pMTL21CΔaroK и pMUTIN4ΔaroK (получены из плазмид pMTL21C [18] и pMUTIN4 [20] 
соответственно путем клонирования последовательности для обеспечения их интеграции в хромосому 
B. subtilis в целях инактивации гена aroK [19]).

Электротрансформация клеток штамма B. subtilis 168wt. Ночную культуру штамма B. subtilis 168wt, 
выращенную на среде LB (10 г/л триптона, 5 г/л дрожжевого экстракта, 10 г/л NaCl) [23], разводили 
средой для выращивания LBS (среда LB, содержащая 0,5 моль/л сорбитола) до достижения бактери-
альной культурой оптической плотности 0,01 при длине волны 600 нм, после чего культивировали при 
температуре 37 °C и скорости вращения 200 об/мин до достижения культурой оптической плотности 0,5 
при длине волны 600 нм. Далее бактериальные клетки 10 мин охлаждали на льду, а затем осаждали 
центрифугированием в течение 10 мин при ускорении 5000 g. Полученный осадок промывали ледяной 
гиперосмотической средой для электротрансформации SMG (концентрация сорбита 1 моль/л, концент
рация маннита 0,5 моль/л, объемная доля глицерина 1,5 %). После четырехкратной промывки клетки 
ресуспензировали в среде для электротрансформации (объем среды составлял 1,25 % от исходного объема 
культуры). Электрокомпетентные клетки либо сразу использовали для электротрансформации, либо замора-
живали и хранили при температуре  – 80 °C. Для электротрансформации брали 60 мкл электрокомпетентных 
клеток, добавляли к ним 65 нг ДНК плазмиды pMTL21CΔaroK (1,083 нг/мкл), а затем переносили получен-
ную суспензию в охлажденную на льду кювету для электропорации с зазором между электродами 1 мм. 
После инкубации в течение 5 мин клетки подвергали воздействию одиночного электрического импульса  

Рис. 2. Ожидаемая организация фрагмента бактериального генома клеток В. subtilis  
после интеграции плазмиды pMUTIN4ΔaroK. 

Последовательности генов tmrB и aroK обозначены заливкой красного и синего цвета соответственно.  
Для восстановленных после интеграции последовательностей генов указано направление  

открытых рамок считывания. Фрагменты генов tmrB и aroK, представленные начальной областью  
открытой рамки считывания, обозначены заливкой красного и синего цвета и подписаны как tmrBʹ и aroKʹ

Fig. 2. Expected organisation of a fragment of the bacterial genome of B. subtilis  
after integration of the plasmid pMUTIN4ΔaroK. 

The tmrB and aroK gene sequences are indicated by red and blue shading respectively.  
For the sequences obtained after integration are shown the direction of the open reading frames.  
Fragments represented by the initial region of the tmrB and aroK genes (open reading frames)  

are indicated by red and blue shading and signed as tmrBʹ and aroKʹ


