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с использованием электропоратора Gene Pulser Xcell (Bio-Rad, США), при этом длительность импульса 
составляла 4,0–5,5 мс, напряженность электрического поля – 23 кВ/см, электрическая емкость – 25 мкФ, 
а сопротивление достигало 200 Ом. После воздействия электрического импульса в кювету вносили 1 мл 
среды для восстановления (среда LB, содержащая 0,5 моль/л сорбитола и 0,38 моль/л маннитола). По ис-
течении 6 ч инкубации при температуре 37 °С клетки высевали на агаризованную среду LB с концент
рацией эритромицина 5 мкг/мл и культивировали при температуре 37 °С. Отбор и анализ полученных 
трансформантов проводили на 2-е сутки культивирования [19].

Оценка продукции L-триптофана у различных штаммов B. subtilis. Для выявления у штаммов 
способности синтезировать L-триптофан были использованы различные варианты посева анализируемых 
штаммов и тест-культуры, реализуемые при постановке теста на синтрофизм (рис. 3), а также метод пер-
пендикулярных штрихов, наиболее часто применяемый для оценки антагонистической активности [24].

При использовании метода перпендикулярных штрихов на поверхность минимальной агаризован-
ной среды в чашке Петри штрихом высевали исследуемый штамм и помещали чашку в термостат при 
температуре 37 °C. Продолжительность культивирования определяли по эффективности прироста 
биомассы продуцента. После завершения роста культуры и диффузии продуцируемого L-триптофана 
в агаризованную среду перпендикулярно к штриху выросшего штамма штрихами подсевали тест-
культуру, начиная от краев чашки, затем снова помещали чашку в термостат на 48 ч. Если изучаемый 
микроорганизм синтезировал и выделял диффундирующий в среде L-триптофан, то это было видно по 
ростостимулирующему действию в отношении используемой тест-культуры ауксотрофного штамма 
B. subtilis 168, зона роста которого начиналась в непосредственной близости от зоны роста самого 
продуцента. Чем дальше от точки роста целевого штамма был возможен рост тестируемого штамма, 
тем с меньшей эффективностью проявлялась инактивация целевого гена. При полной утрате шики-
маткиназной активности исследуемыми штаммами рост тест-культуры, равно как и рост исследуе-
мого штамма, был либо невозможен, либо возможен только в области непосредственного контакта 
с анализируемым образцом [24]. Сходные результаты получены при использовании схемы посева 
культур, применяемой в тесте на синтрофизм (см. рис. 3). Учет результатов проводили после 72 ч 
культивирования при температуре 37 °С.

Выявление в популяции доли клеток с активным промотором Pspac. Эффективность экспрес-
сии (долю клеток, экспрессирующих ген шикиматкиназы с промотора Pspac) определяли при культи-
вировании клеток в жидкой среде и на агаризованных средах. При приготовлении сред с заданными 
концентрациями индуктора использовали метод серийных разведений [24]. 

Определение эффективности индукции экспрессии гена шикиматкиназы при культивировании 
клеток в жидкой среде. В несколько стерильных пробирок вносили по 2 мл минимальной глюкозо-
солевой среды SMS. В первую пробирку, содержащую 4 мл среды, вносили ИПТГ до достижения ко-
нечной концентрации 2,4 ммоль/л и тщательно перемешивали. После этого 2 мл жидкости из первой 
пробирки переносили во вторую пробирку и повторяли перемешивание, затем 2 мл содержимого вто-
рой пробирки переносили в третью пробирку и т. д. Из предпоследней пробирки удаляли 2 мл раствора 
для выравнивания объема и обеспечения одинаковых условий культивирования. При таком способе 

Рис. 3. Определение продукции L-триптофана с помощью ауксотрофического теста. 
В сектора 1 и 2 высевались анализируемые штаммы B. subtilis (непрерывный штрих), в сектора 3 и 4  

высевалась тест-культура B. subtilis 168 trpC2 (параллельные штрихи)
Fig. 3. Determination of L-tryptophan production using the auxotrophic test. 

In sectors 1 and 2 were seeded the analysed strains of B. subtilis (solid stroke), in sectors 3 and 4  
was seeded a test culture of B. subtilis 168 trpC2 (parallel strokes)


