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Streptococcus iniae является патогенным и зоонозным видом бактерий, который вызывает возникновение бо�
лезней у человека и гибель многих видов рыб. Как было недавно показано у бактерий наблюдается тенден�
ция развития устойчивости к антибиотикам, что гарантирует интерес к этой теме и требует поиска новых
подходов для борьбы с возникающей инфекцией. Глутамат�рацемаза (MurI) является широко распростра�
ненным ферментом, участвующим в процессе синтеза пептидогликанов, который играет значительную
роль в поддержании целостности клеточной стенки. Однако необходимость в активной глутамат�рацемазе
является видоспецифичной. В настоящей работе нами был произведен нокаут гена, кодирующего глутамат�
рацемазу в клетках S. iniae, и определена ее роль в поддержании целостности клеточной стенки. Кроме то�
го, нами было осуществлено клонирование и экспрессия гена MurI, выделен и очищен его белковый про�
дукт и определены его биохимические характеристики. Проведенный биохимический анализ показал, что
ген MurI из S. iniae кодирует функционально активный фермент с молекулярной массой 30 кДа и оптималь�
ными значениями температуры (35 °C) и pH (8,5). Ионы металлов, такие как Cu2+, Mn2+, Co2+ и Zn2+, были
способны ингибировать его активность. Ген MurI крайне необходим для обеспечения жизнеспособности
клеток S. iniae и целостности их клеточной стенки. Оказалось, что для достижения оптимального роста му�
тантного штамма S. iniae необходимо обеспечить высокую концентрацию D�глутамата. Анализ проницае�
мости мембран клеток мутантного штамма показал увеличение повреждения клеточной стенки во время D�
глутаматного голодания. Кроме того, мутантный штамм потерял свою вирулентность при инкубации в кро�
ви рыб. Наши результаты показали, что нокаут гена MurI приводит к появлению ауксотрофного штамма
S. iniae с поврежденной клеточной стенкой.
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Глутамат�рацемаза (EC 5.1.1.3, MurI) являет�
ся независимым от присутствия кофакторов
ферментом, который катализирует взаимопрев�
ращения L�глутаминовой и D�глутаминовой
кислот. Этот фермент обеспечивает бактерии
источником D�глутаминовой кислоты, которая
является необходимым компонентом пептидо�
гликана бактерий [1]. Пептидогликан представ�
ляет собой слой кристаллической решетчатой

структуры, образованный из линейных цепей
двух альтернативных аминосахаров, а именно
N�ацетилглюкозамина (GlcNAc или NAGA) и
N�ацетилмураминовой кислоты (MurNAc или
NAMA), который защищает клетки от разруше�
ния в результате действия градиента осмотичес�
кого давления [2]. D�Глутаминовая кислота так�
же является основным компонентом бактери�
альной капсулы [3]. В этом ферменте присут�
ствует пара строго консервативных остатков
цистеина (Cys74/Cys185), которые участвуют в
двухопорном механизме переноса протона с
α�атома углерода в молекуле глутаминовой кис�
лоты на противоположную сторону стабилизи�
рованного промежуточного продукта в виде
енолата [4]. Большинство бактерий имеют один

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : MurI – глутамат�рацемаза.

* Приложение к статье на английском языке опубликова�
но на сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) и на сайте из�
дательства Springer (https://link.springer.com/journal/10541),
том 85, вып. 2, 2020.

** Адресат для корреспонденции.



МУХАММАД и др.

ген глутамат�рацемазы. В то время как виды ба�
цилл, такие как Bacillus anthracis, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis и некоторые другие бактерии,
имеют два гена глутамат�рацемазы, которые
экспрессируют различные изоферменты [5].
Кроме того, этот фермент отсутствует у челове�
ка, что делает его верным кандидатом для разра�
ботки новых антибиотиков [6].

Streptococcus iniae является грамположитель�
ной бактерией, наиболее часто регистрируемой в
качестве патогена рыб, которая представляет уг�
розу здоровью людей в связи с тем, что она спо�
собна вызывать у людей бактериемию, целлюлит,
менингит и остеомиелит [7]. В нашей предыду�
щей работе была продемонстрирована усиливаю�
щаяся угроза со стороны этих бактерий при по�
лучении морепродуктов и необходимость поиска
возможных решений для борьбы с будущими
вспышками. Для того чтобы выяснить роль глу�
тамат�рацемазы в патогенности бактерий, необ�
ходимо получить клетки, мутантные по этим ге�
нам, и затем проанализировать их свойства. Не�
обходимость гена MurI является сложным вопро�
сом, и ответ на него, по�видимому, зависит от ви�
да микроорганизма. Нокаут генов глутамат�раце�
мазы (racE1 и racE2) в клетках B. anthracis не ока�
зывал заметного влияния на скорость роста бак�
терий. В то время как удаление обоих генов при�
водило к получению нежизнеспособных мутант�
ных клеток [8]. Было показано, что для
Escherichia coli ген MurI необходим для выжива�
ния бактерий [9], но не в случае Staphylococcus
haemolyticus [10] и Bacillus sphaericus [11], у кото�
рых есть дополнительный фермент метаболизма
D�аминокислот, превращающий L�глутамино�
вую кислоту в D�глутаминовую. Необходимость
и свойства гена MurI из S. iniae еще не изучены.
Кроме того, характеристика MurI из различных
грамположительных и грамотрицательных бак�
терий имеет важное значение для лучшего пони�
мания как общих, так и уникальных особеннос�
тей фермента, которые могут быть использованы
для открытия новых лекарств и проведения ис�
следований по получению мутантных штаммов с
улучшенной активностью [12]. Целью настоя�
щей работы было осуществление нокаута гена
MurI из S. iniae и определение влияния этого воз�
действия на жизнеспособность и вирулентность
бактерий, а также клонирование, экспрессия,
очистка и определение биохимических характе�
ристик изолированного фермента.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Штаммы бактерий и условия их культивирова�
ния. Штамм HNM�1 Streptococcus iniae был ранее

получен в нашей лаборатории из инфицирован�
ного китайского осетра (Acipenser sinensis). Бак�
терии были идентифицированы с использова�
нием обычных физиологических и биохимичес�
ких методов. Ген 16S рРНК амплифицировали с
использованием ПЦР, секвенировали, и полу�
ченные данные были размещены на сайте NCBI
под кодом доступа KY781829. HNM�1 культиви�
ровали в среде BHI при температуре 30 °C.
Штаммы DH5α и BL21 E. coli культивировали в
среде LB (Luria Bertani), и в дальнейшем их ис�
пользовали соответственно для клонирования и
экспрессии белка.

Получение мутантного штамма S. iniae ΔΔMurI.
Для получения мутантного штамма, дефицит�
ного по гену MurI, использовали плазмиду
pK18mobsacB. Вышележащие и нижележащие
участки гена MurI из S. iniae амплифицировали с
помощью ПЦР с использованием праймеров
MurI�up�F, MurI�up�R, MurI�down�F и MurI�
down�R (таблица). Были использованы следую�
щие сайты рестрикции: EcoRI и BamHI для
MurI�up�F и MurI�up�R, BamHI и XbaI для
MurI�down�F и MurI�down�R соответственно.
Фрагмент размером 1440 п.н., полученный с по�
мощью ПЦР, содержащий фрагмент (740 п.н.),
расположенный выше стартового кодона ATG,
и фрагмент (700 п.н.), расположенный ниже
стоп�кодона TCA гена MurI, был амплифициро�
ван, прикреплен к вектору pMD19�T и затем
клонирован в pK18mobsacB, чтобы получить
плазмиду pMZ1. Последовательности клониро�
ванных фрагментов ДНК pMZ1 были подтверж�
дены с помощью секвенирования.

Плазмида pMZ1 была трансформирована в
электрокомпетентные клетки S. iniae HNM�1.
Стабильный мутантный штамм ΔMurI был по�
лучен в результате двух успешных кроссингове�
ров, как это было ранее описано [13]. Клоны,
полученные в результате одиночного кроссин�
говера, были отобраны на планшетах, содержа�
щих 50 мкг/мл канамицина. Клоны, получен�
ные в результате проведения двойного кроссин�
говера, отбирали на планшетах, содержащих
10%�ную сахарозу и 16 мМ D�глутаминовой
кислоты. Полученные результаты были прове�
рены с помощью амплификации с использова�
нием ПЦР и секвенирования с использованием
праймеров MurI�up�F и MurI�down�R (таблица).

Кривые роста. Колонии клеток S. iniae дико�
го типа (WT) и мутантного штамма (ΔMurI) вво�
дили в жидкую культуральную среду LB и Трип�
тонного соевого дрожжевого экстракта (TSYE) и
культивировали при 30 °C и 180 об./мин до пог�
лощения при 600 нм (А600) ~0,1. Затем суперна�
тант переносили в стерильные планшеты (по
300 мкл в лунку) и определяли жизнеспособ�
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ность клеток с использованием прибора Bio�
screen machine («Thermo Lab systems», США). В
качестве добавок в образцы мутантного штамма
S. iniae ΔMurI вносили 14 мМ и 16 мМ D�глута�
миновой кислоты. Через определенные проме�
жутки времени измеряли поглощение образцов
в соответствии с протоколом подготовки кри�
вых роста, полученных на Bio�screen.

Определение жизнеспособности бактерий. Для
того чтобы различить клетки с нативными
мембранами и клетки с нарушенной целост�
ностью мембран, использовали набор
LIVE/DEAD®Bac Light™Bacterial Viability Kit
(«Molecular Probes™», «Life Technologies», США)
в соответствии с инструкциями производителя.
Вкратце, 6 мкл смеси компонентов А и В краси�
теля добавляли в каплю бактериальной суспен�
зии после продолжительного голодания клеток
по D�глутаминовой кислоте (20 и 30 ч) и инку�
бировали в темноте при комнатной температуре
в течение 15 мин. Затем регистрировали флуо�
ресценцию с использованием эпифлуоресцент�
ного микроскопа [14].

Определение выживаемости клеток в цельной
крови. К разведенной, находящейся в лог�фазе,
бактериальной культуре дикого типа и мутант�
ного штамма ΔMurI (100 мкл) с поглощением
при 600 нм (А600) 0,5 добавляли к 300 мкл свежей
гепаринизированной крови (натриевая соль ге�
парина, «Sigma–Aldrich», США), полученной от
трех различных китайских осетров A. sinensis, и
инкубировали при 35 °C при покачивании на
шейкере в течение 2 ч, после чего раскапывали в
ячейки микропланшет с агаром TSYE. Процент
живых бактерий рассчитывали по формуле:
(КОЕпосле совместной инкубации/КОЕв исходном инокуляте) × 100%,
где КОЕ – колониеобразующие единицы [15].
Для получения отрицательного контроля в гепа�
ринизированную кровь рыб прямо вводили 100
мкл PBS.

Конструирование плазмиды для экспрессии
MurI. Ген MurI был амплифицирован с помощью
следующих праймеров MurI�F и MurI�R (табли�

ца). Праймеры конструировали в соответствии с
последовательностью генома штамма S. iniae
89353 (код доступа CP017953.1 в базе данных
NCBI). Продукт ПЦР очищали и клонировали в
вектор клонирования pMD19�T («Takara», Ки�
тай), проверяли секвенирование и переваривали
с помощью ферментов рестрикции NcoI и XhoI,
затем клонировали в вектор экспрессии pET�25b
(«Novagen», Германия). Множественное вырав�
нивание аминокислотных последовательностей
глутамат�рацемаз из различных видов бактерий
проводили с помощью программы Clustal Omega.

Экспрессия и очистка белка MurI. Штамм
E. coli BL 21 (DE3) был трансформирован плаз�
мидой pET25b�MurI. Когда поглощение при
600нм (А600) достигало значения 0,5, проводили
сверхэкспрессию белка путем добавления 1 мМ
IPTG и инкубировали в течение ночи при 16 °C.
Клетки лизировали ультразвуком в буфере, со�
держащем 50 мМ NaH2PO4, pH 8,0, 300 мМ NaCl
и 10 мМ имидазола, затем центрифугировали
при 8000 об./мин в течение 10 мин. Полученный
супернатант собирали и очищали с использова�
нием колонки Ni�NTA («Qiagen», Германия), за�
тем диализовали против фосфатного солевого
буфера (PBS, phosphate�buffered saline, pH 7,4).
Чистоту белка и его концентрацию определяли с
помощью электрофореза в SDS�ПААГ и набора
для определения белка с использованием би�
цинхониновой кислоты BCA protein assay kit
(«Takara», Китай) соответственно.

Определение активности MurI. Примерно по
200 мл культуры дикого типа и мутантной куль�
туры ΔMurI в культуральной среде LB в присут�
ствии D�глутаминовой кислоты и без нее инку�
бировали при 30 °C до достижения поглощения
при 600 нм (А600), равного 0,7. Клетки собирали
путем центрифугирования, дважды промывали,
концентрировали 25× в 50 мМ Tris�HCl буфере
(pH 8,0) и обрабатывали ультразвуком в водяной
бане со льдом и солью. Соникацию проводили в
течение 2 мин при 80% выходной мощности и
50% рабочем цикле. Полученные активные кле�
точные экстракты центрифугировали при 4 °C в
течение 20 мин при 10 000 g и диализовали про�
тив 50 мМ Tris�HCl (pH 8,0). Рацемизацию MurI
проводили с использованием в качестве
субстрата D�глутамата в реакционной смеси,
содержащей 100 мкл 200 мМ Tris�HCl буфера,
pH 8,5, 2 мМ дитиотрейтола (DTT) и 12 мМ D�
глутаминовой кислоты. Запуск реакции произ�
водили путем добавления фермента, и затем ин�
кубировали при 35 °C в течение 10 мин. Реак�
цию завершали добавлением 30 мкл 2 M HCl,
помещали на 2 мин в лед и нейтрализовали до�
бавлением 30 мкл 2 M NaOH. Далее осадки уда�
ляли центрифугированием при 1400 об./мин в
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Название
праймера

MurI�up�F

MurI�up�R

MurI�down�F

MurI�down�R

MurI�F

MurI�R

Последовательности праймеров, использованных в работе

5′–3′ последовательность праймеров

5′�ATTGAATTCAGGGTTGGTGATTTGCTTG�3′
5′�ATTGGATCCCAACTGAGTTTTGCTTTG�3′
5′�ATTGGATCCATGAATTTAAAGATAATGAC�3′
5′�TATTCTAGAAATCATCCGCAAGAACCATC�3′
5′�GCGCCATGGATGGATAATAGACCAATTG�3′
5′�GCTACTCGAGTAGGTCAATATGCTCCAC�3′
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течение 5 мин. Продукт реакции рацемизации
(L�глутаминовая кислота) определяли с по�
мощью набора для анализа L�глутамата, L�gluta�
mate Assay Kit («Megazyme», США) в соответ�
ствии инструкциями производителя. Набор со�
держал L�глутаматдегидрогеназу, диафоразу,
НАДН и иодонитротетразолий хлорид (INT).
Поглощение при 492 нм измеряли с помощью
спектрофотометра для микропланшет Epoch
microplate spectrophotometer («Biotech», США).

Биохимические свойства MurI из S. iniae. Оп�
тимальное значение температуры для макси�
мальной активности MurI определяли при раз�
личных значениях температуры (10, 20, 30, 35,
40 и 50 °C). В то время как термическую стабиль�
ность определяли путем инкубации фермента в
течение 2 ч при 30, 35, 40 и 50 °С, остаточную ак�
тивность фермента через различные интервалы
времени измеряли в соответствии с условиями
определения активности фермента. Используя в
качестве 100% активность фермента в 0 ч рас�
считывали относительную активность фермен�
та. В то время как оптимальный рН MurI опре�
деляли при оптимальной температуре в 50 мМ
Tris�HCl буферах (рН 6–12), стабильность фер�
мента при различных значениях pH исследовали
при инкубации фермента в течение 2 ч при трех
значениях pH (7, 8,5 и 10). Относительную ак�
тивность образца рассчитывали, используя в ка�
честве 100% активность образца при 0 ч.
Субстратную специфичность также определяли
в стандартной реакционной смеси, содержащей
50 мМ Tris�HCl буфер (pH 8,5), 2 мМ DTT и раз�
личные концентрации субстратов (L/D�глута�
миновая кислота, L/D�аспарагиновая кислота,
L/D�гистидин и L/D�аланин). Реакционную
смесь инкубировали при 35 °C в течение 10 мин,
40 мкл аликвоты реакционной смеси обрабаты�
вали 280 мкл смеси 0,4 M борной кислоты, pH
9,0, 0,1% N�терт�бутилокси�карбонил–L�цис�
теина («Sigma», США) и 0,1% O�фталевого аль�
дегида («Thirumalai Chemicals Limited», Индия)
[16]. Кроме того, ионы металлов и некоторые
химические соединения в конечной концентра�
ции 10 мМ также были добавлены в реакцион�
ную смесь для рацемизации, и реакционную
смесь инкубировали в течение 30 мин. Остаточ�
ную активность фермента определяли при 35 °C
в течение 10 мин согласно условиям стандартно�
го метода определения активности фермента.

Статистическая обработка полученных дан�
ных. Статистический анализ был осуществлен с
использованием программ SPSS 16.0 («SPSS
Inc.», США) и Prism software program 7.0
(«GraphPad Software, Inc.», США). Значения p
были рассчитаны с использованием критерия
Стьюдента. Значения p < 0,05 и < 0,01 рассмат�

ривались как статистически достоверные и вы�
соко статистически достоверные соответствен�
но. Результаты, полученные в результате прове�
дения по крайней мере трех независимых экспе�
риментов, представлены в виде средних значе�
ний ± стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Биоинформатический анализ гена, кодирую�
щего глутамат�рацемазу. В соответствии с дан�
ными по геномной последовательности S. iniae,
штамм 89353 (код доступа CP017952) в клетках
S. iniae имеется один ген глутамат�рацемазы.
Этот ген с открытой рамкой считывания длиной
795 п.н. кодирует белок, содержащий 265 ами�
нокислотных остатков. Ген был секвенирован и
размещен на сайте NCBI под кодом доступа
MN385365. В сравнении с родственными белка�
ми из Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumo�
niae, Streptococcus agalactiae, B. anthracis,
Mycobacterium smegmatis и Mycobacterium tubercu�
losis гомология его последовательности состав�
ляет 80,6; 78,4; 77,6; 75; 50,5; 40,38 и 38,40% со�
ответственно. Множественное выравнивание
показало, что функционально значимые остат�
ки цистеина в активном центре фермента MurI
из S. iniae также являются консервативными.
В этом ферменте это аминокислотные остатки
Cys73 и Cys186, которые соответствуют Cys 70 и
Cys 178 в MurI из Aquifex pyrophilus и остаткам
Cys 73 и Cys 184 в MurI из Lactobacillus fermenti
соответственно (рис. S1 в Приложении) [17].

Конструирование мутантного (в результате де�
леции гена MurI) штамма. Плазмида pMZ1 была
трансформирована в S. iniae HNM�1 с помощью
электропорации, и транформанты, несущие
плазмиду pMZ1, были отобраны в агаре LB, со�
держащем канамицин. Размещение трансфор�
мированных клеток в агаре с добавлением 10%
(w/v) сахарозы и 16 ммоль/л D�глутаминовой
кислоты привело к появлению изолированных
колоний, у которых отсутствовали чувствитель�
ные к действию канамицина последовательнос�
ти pK18mobsacB и которые представляли собой
как культуру неизмененного дикого типа, так и
мутантную культуру, не содержащую ген MurI.
Делеция гена была подтверждена с помощью
ПЦР и секвенирования, продукт ПЦР мутант�
ных клеток был меньше продукта ПЦР клеток
дикого типа (рис. S2, a в Приложении). Кроме
того, при проведении ПЦР с использованием
специфических праймеров ген MurI не был об�
наружен (рис. S2, b в Приложении).

Ген MurI необходим для поддержания жизне�
способности клеток S. iniae. Мутантные клетки
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штамма S. iniae ΔMurI образуют маленькие коло�
нии в чашках с агаром TSYE в сравнении со
штаммом дикого типа, и они не способны расти
в среде LB без добавления глутаминовой кисло�
ты. Следует подчеркнуть, что мутантный штамм
был способен расти в среде TSYE без добавления
D�глутаминовой кислоты, хотя и с более низкой
скоростью в сравнении со штаммом дикого типа
(рис. 1, a). Добавление 16 мМ D�глутаминовой
кислоты в среду LB приводило к значительному
повышению жизнеспособности мутантных кле�
ток (рис. 1, b). Поэтому можно считать, что ген
MurI необходим для выживания клеток S. iniae.

Голодание по D�глутаминовой кислоте приво�
дит к нарушению целостности клеточной стенки.
Для оценки повреждения клеточной стенки му�
тантных по гену MurI клеток во время их культи�
вирования был использован набор LIVE/DEAD
BacLight kit («Invitrogen», США). Этот набор со�
держит два красителя, пропидиум иодид (PI) и
SYTO9, которые окрашивают нуклеиновые кис�
лоты. Зеленый флуоресцирующий краситель
SYTO9 может проникать внутрь клеток, и он ис�
пользуется для определения общего количества
клеток, тогда как красный флуоресцирующий
краситель PI проникает только в клетки, у кото�
рых повреждена цитоплазматическая мембрана
[18]. Общее количество клеток было определено
с помощью метода эпифлуоресцентного анали�
за, проведенного после голодания по D�глута�
миновой кислоте в течение 0, 20 и 30 ч (рис. 2, a).
Полученные результаты свидетельствуют о том,
что клетки обоих типов находятся в интактном
состоянии в среде, дополненной D�глутамино�
вой кислотой в момент времени 0 ч. Однако че�
рез 20 ч голодания по D�глутаминовой кислоте
значительно возрастает количество поврежден�
ных клеток мутантного штамма, тогда как клет�
ки дикого типа остаются интактными (рис. 2, b).

Со временем степень нарушения целостности
клеточной стенки повышается в связи с длитель�
ным отсутствием D�глутаминовой кислоты.

Полученные нами результаты подтверждают
значимость гена MurI для способности клеток
S. iniae выживать и для целостности их клеточной
стенки. Глутамат�рацемаза, кодируемая геном
MurI из S. iniae, крайне необходима для поддер�
жания целостности клеточной стенки, и этот ген
может рассматриваться в качестве полезной ми�
шени для разработки новых лекарственных пре�
паратов против инфекции, вызванной S. iniae.

Мутантный штамм S. iniae ΔΔMurI в крови рыб
демонстрирует ослабленную вирулентность по
сравнению со штаммом дикого типа. Одним из
важнейших механизмов действия фагоцитов яв�
ляется генерация активных форм кислорода
(«окислительный взрыв»). Клетки штамма ΔMurI
выращивали в крови рыб в течение 2 ч. В качест�
ве контроля использовали клетки дикого типа и
клетки мутантного штамма S. iniae ΔMurI, рос�
шие в среде, дополненной D�глутаминовой кис�
лотой (C ΔMurI). Мутантные клетки S. iniae
ΔMurI утратили устойчивость к врожденному
иммунному ответу, так как имеют более низкую
выживаемость (20%) в крови рыб по сравнению с
диким типом. Полученные результаты показали,
что бактерии штамма ΔMurI имеют более низкую
жизнеспособность по сравнению с диким типом
(рис. 3). Способность бактерий избегать воздей�
ствия врожденного иммунного ответа является
показателем их вирулентности, которая означает
их способность наносить непоправимый ущерб
организму, в который они попали [19].

Мутантный штамм S. iniae ΔΔMurI не обладает
глутамат�рацемазной активностью. Были получе�
ны грубые клеточные экстракты клеток штамма
дикого типа и мутантного штамма, и в них была
определена ферментативная активность MurI.
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Рис. 1. Кривые роста мутантных клеток S. iniae ΔMurI и клеток дикого типа. a – Рост S. iniae ΔMurI в среде TSYE и LB.
В качестве контроля служат клетки S. iniae дикого типа, культивируемые в среде LB. b – В среду роста мутантного штам�
ма S. iniae ΔMurI добавляли 14 мМ и 16 мМ D�глутаминовой кислоты. SI – S. iniae, SIΔMurI – Мутантный штамм S. iniae
с делецией гена MurI

a bS. iniae�LB

SIΔΔMurI�TSYE

SIΔΔMurI�LB

S. iniae

16 mM D�glu SIΔΔMurI

14 mM D�glu SIΔΔMurI
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Клетки дикого типа росли как в присутствии
D�глутаминовой кислоты, так и без нее; при
этом показывали примерно одинаковые уровни
активности MurI. Напротив, не удалось обнару�
жить какую�либо активность MurI в экстрактах
мутантного штамма ΔMurI, приготовленных из
клеток, выросших в присутствии или в отсут�
ствие D�глутаминовой кислоты (рис. 4).

Экспрессия и выделение MurI из клеток S. iniae.
Глутамат�рацемаза (SIMurI) из клеток S. iniae
была очищена до гомогенного состояния с ис�

пользованием Ni�агарозной аффинной хрома�
тографии. С помощью электрофореза в ПААГ в
присутствии SDS было определено, что реком�
бинантный белок имел относительную молеку�
лярную массу 30 кДа (рис. S3 в Приложении),
что сходно с рассчитанной молекулярной мас�
сой 30 кДа в случае MurI из Рediococcus pen�
tosaceus [20], в то время как MurI, выделенный
из клеток Lactobacillus plantarum NC8, имел мо�
лекулярную массу 40 кДа [21].

Влияние температуры и pH на активность фер�
мента. Предварительные эксперименты по срав�
нению свойств рекомбинантных белков до и
после прикрепления на N�конце полипептид�
ной цепи полигистидинового пептида, удаляе�
мого тромбином, показали, что присутствие
этого пептида не оказывает особого влияния на
активность и свойства SIMurI [22].

Оптимальная температура для активности
MurI из S. iniae оказалось равной 35 °C (рис. 5, a),
в то время как в случае MurI из L. plantarum NC8
значение температурного оптимума достигало
50 °C [18, 19]. Оптимальное значение pH для
MurI из S. iniae равно 8,5 (рис. 5, b), и это значе�
ние находится внутри диапазона оптимальных
значений pH для MurI охарактеризованных ра�
нее [18, 19, 21, 22].

Фермент сохранял свою активность почти на
уровне 50% после инкубации в течение 1–30 ч
при температурах 30–40 °C (рис. 5, c) и интерва�
ле pH 7,0–10,0 (рис. 5, d).
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Рис. 2. Влияние голодания клеток по D�глутаминовой кислоте на проницаемость клеточной стенки, определенное в ре�
зультате двойного флуоресцентного окрашивания с помощью набора «LIVE/DEAD BacLight kit» при 0, 20 и 30 ч голода�
ния. a – Число флуоресцирующих благодаря SYTO9 бактерий (черные столбики) и число флуоресцирующих благодаря PI
бактерий (белые столбики) было определено по подсчетам в шести полях зрения. Результаты были выражены в виде чис�
ла клеток в одном мл. b – Верхняя панель: красные флуоресцентные сигналы (PI) мутантных клеток с поврежденными
цитоплазматическими мембранами. Нижняя панель: зеленые флуоресцентные сигналы (SYTO9) клеток дикого типа с ин�
тактной клеточной стенкой во время пролонгированного голодания по D�глутаминовой кислоте.
С цветным вариантом рис. 2, b можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/

Рис. 3. Выживаемость клеток мутантного штамма S. iniae
ΔMurI в крови рыб. Клетки этого штамма S. iniae обладают
меньшей выживаемостью в крови рыб в сравнении с клет�
ками дикого типа. WT – штамм дикого типа, ΔMurI – му�
тантный по гену MurI штамм, С ΔMurI – мутантный по ге�
ну MurI штамм при добавлении D�глутаминовой кислоты.
*** p < 0,001
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ΔΔM
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C ΔΔM
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Влияние ионов металлов и химических соедине�
ний на активность фермента. Некоторые ионы ме�
таллов могут ингибировать активность MurI. Этот
фермент показывал остаточную активность, рав�
ную 4,6; 17; 3; 7 и 23% в присутствии Cu2+

, Mn2+,
Co2+, Zn2+ и Pb2+ соответственно. Гидроксиламин
снижал активность фермента на 73%, в то время
как дитиотрейтол и ЭДТА, напротив, повышали
его активность на 68 и 43% соответственно
(рис. S4 в Приложении). Кроме того, было пока�
зано, что активность MurI из Burkholderia ceno�
cepacia подавляется ионами Mn2+, Cu2+ и Zn2+ [23].

Субстратная специфичность. Известно, что
глутамат�рацемаза отличается высокой субстрат�
ной специфичностью. При использовании в ка�

честве субстратов аспарагиновой кислоты гисти�
дина и аланина дальнейший анализ с использо�
ванием ВЭЖХ не выявил никаких продуктов ра�
цемизации. По сути, в плане субстратной специ�
фичности MurI из S. iniae напоминает другие ра�
нее охарактеризованные MurI [20, 21, 24, 25].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

S. iniae – это патогенная бактерия, которая
угрожает как здоровью человека, так и индуст�
рии морских продуктов, приводя к огромным
экономическим потерям во всем мире [26]. В
настоящее время вакцинация, как правило, счи�
тается эффективным методом борьбы с частыми
вспышками стрептококковой инфекции, и бы�
ло получено несколько эффективных кандидат�
ных субъединиц вакцины [27]. Штамм S. iniae
HNM�1 был выделен из инфицированных ки�
тайских осетров A. Sinensis после вспышки бо�
лезни, которая спровоцировала высокую смерт�
ность среди рыб. В условиях возрастающей уг�
розы резистентности к антибиотикам и появле�
ния штаммов, устойчивых к лекарственным
препаратам, поиск эффективных лекарствен�
ных мишеней и разработка новых антибиотиков
широкого спектра действия являются верными
подходами к решению этой проблемы [28].

Глутамат�рацемазы являются ферментами,
которые имеют важное значение при синтезе
пептидогликана, необходимого для создания
клеточной стенки бактерий [2]. Необходимость в
гене MurI является сложным вопросом, ответ на
который зависит от биологического вида. Ген
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Рис. 4. Определение специфической активности глутамат�
рацемазы в экстрактах клеток S. iniae. Клетки мутантного
штамма ΔMurI не обладают активностью MurI

Рис 5. Стабильность MurI при различных значениях температуры и pH. a – Оптимальное значение температуры – 35 °C.
b – Оптимальное значение pH – 8,5. c – Стабильность при различных значениях температуры. d – Стабильность при раз�
личных значениях pH

SIΔΔ
M

urI
�D

�g
lu

SIΔΔ
M

urI
+D�g

lu

R
e

la
ti

v
e

 a
c

it
iv

it
y

 (
%

)

a b

c d

R
e

la
ti

v
e

 a
c

it
iv

it
y

 (
%

)

R
e

la
ti

v
e

 a
c

it
iv

it
y

 (
%

)

R
e

la
ti

v
e

 a
c

it
iv

it
y

 (
%

)

R
e

la
ti

v
e

 a
c

it
iv

it
y

 (
%

)



МУХАММАД и др.

MurI необходим для роста клеток E. coli и S. pneu�
moniae, геномы которых содержат только один
ген MurI [29]. Нокаут какого�либо гена глутамат�
рацемазы в клетках B. anthracis (racE1 и racE2) не
оказывает заметного влияния на скорость роста
бактерий, в то время как делеция обоих генов
(racE1 и racE2) приводит к образованию мутант�
ных штаммов, которые являются нежизнеспо�
собными [8]. Кроме того, бактерии, такие как
S. haemolyticus и B. sphaericus, которые содержат
трансферазы D�аминокислот, могут приводить к
образованию значительных количеств D�глута�
миновой кислоты из D�аланина, что может вос�
полнить недостаток этого вещества в мутантных
клетках, в которых произошла делеция гена MurI
[30]. Было показано, что MurI является незамени�
мым геном у M. tuberculosis и M. smegmatis [31–33].

С помощью биоинформатических методов
было показано, что в клетках S. iniae обнаружи�
вается только один ген глутамат�рацемазы, кото�
рый кодирует функционально активный фер�
мент, высокоспецифичный к своему субстрату, а
оптимальные значения pH и температуры этой
глутамат�рацемазы равны 8,5 и 35 °C соответ�
ственно. Больше генов, которые кодируют ами�
нотрансферазы D�аминокислот в клетках S. iniae,
не выявлено. Некоторые ионы металлов способ�
ны ингибировать ферментативную активность
этой глутамат�рацемазы. Специфичность и раз�
личия в действии ионов металлов на активность
MurI различных биологических видов свиде�
тельствует о различиях в первичной структуре
фермента. Таким образом, крайне важно очис�
тить и охарактеризовать MurI из различных па�
тогенных организмов, чтобы обеспечить более
полное понимание их универсальных особен�
ностей, которые могут быть использованы для
скрининга новых ингибиторов. Однако для того
чтобы ген мог быть использован в качестве ми�
шени для создания новых лекарств, он должен
быть необходим для выживания бактерий. По�
скольку необходимость в гене MurI для выжива�
ния бактерий не является универсальной, чтобы
установить значение этого гена, потребуется изу�
чить множество различных видов бактерий [30].

Удаление гена MurI из клеток S. iniae было
сложной задачей. Но изменив методику путем
повышения концентрации субстрата (D�глута�
миновая кислота) и используя более высокие
значения напряжения для осуществления транс�
формации, ее удалось решить [34]. Кроме того,
было показано, что поглощение D�глутамата
бактериями может быть достигнуто при выделе�
нии мутантного штамма ΔMurI, содержащего
мутацию, позволяющую увеличить транспорт D�
глутамата через плазматическую мембрану [31].
Мутантный штамм S. iniae ΔMurI не жизнеспо�

собен в культуральной среде LB без добавки D�
глутаминовой кислоты. Интересно, что он смог
расти в среде TSYE, но с меньшей скоростью по
сравнению со штаммом дикого типа. Способ�
ность мутантного по гену MurI штамма расти в
среде TSYE в отсутствие D�глутаминовой кисло�
ты обусловлено присутствием в ней глюкозы и
соли, которые обеспечивают осмотическую ста�
билизацию и защищают мутантные клетки от
разрушения. Было показано, что бактерии с на�
рушенной клеточной стенкой обычно могут рас�
ти в культуральной среде, содержащей осмопро�
текторы, такие как глицерин, глюкозу и соли
[35]. Добавление 16 мМ D�глутаминовой кисло�
ты приводило к тому, что мутантный штамм на�
чинал расти со скоростью, почти достигающей
скорость роста штамма дикого типа.

Синтез D�глутаминовой кислоты имеет
большое значение для формирования клеточной
стенки, и поэтому глутамат�рацемаза может слу�
жить мишенью для направленного действия но�
вых антибиотиков [36]. Ауксотрофные по D�глу�
таминовой кислоте штаммы, полученные в ре�
зультате инактивации гена MurI и гена, кодиру�
ющего трансаминазу D�аминокислот, также мо�
гут быть использованы в качестве эффективных
аттенуированных живых бактериальных вакцин.
Cabral et al. [37] получили такие D�глутамат�аук�
сотрофные вакцины против трех патогенов че�
ловека: Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa и Staphylococcus aureus. Ауксотрофные
вакцины, полученные на основе штамма
P. aeruginosa, запускали соответствующие кле�
точные иммунные ответы и образование специ�
фических перекрестно реагирующих антител в
вакцинированных мышах и способствовали их
долгосрочному выживанию в условиях их инфи�
цирования летальными дозами P. aeruginosa. Эти
вакцины также быстро выводились из организма
хозяина без возникновения заболевания [37, 38].

Клетки S. iniae содержат один ген функцио�
нальной глутамат�рацемазы, и нет ни одного ге�
на аминотрансфераз D�аминокислот. В ходе на�
шей работы было показано, что инактивация ге�
на MurI в клетках S. iniae оказывает влияние на
выживаемость мутантных клеток и их вирулент�
ные свойства, что, в общем, подчеркивает зна�
чение и жизненную необходимость в этом фер�
менте для выживаемости S. iniae. Полученные
нами результаты также позволяют предполо�
жить, что мутантный штамм S. iniae ΔMurI мо�
жет быть использован в дальнейших работах в
качестве живой аттенуированной вакцины или
использовать фермент в качестве уязвимой ми�
шени для разработки антибиотиков, направлен�
ных против патогенной бактерии S. iniae.
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Streptococcus iniae is a pathogenic and a zoonotic bacterium responsible for human diseases and mortality of many fish
species. Recently, this bacterium has demonstrated an increasing trend for antibiotics resistance, which has warranted
a search for new approaches to tackle its infection. Glutamate racemase (MurI) is a ubiquitous enzyme of the peptido�
glycan synthesis pathway that plays an important role in the cell wall integrity maintenance; however, the significance
of this enzyme differs in different species. In this study, we knocked out the MurI gene in S. iniae in order to elucidate
the role of glutamate racemase in maintaining cell wall integrity in this bacterial species. We also cloned, expressed, and
purified MurI and determined its biochemical characteristics. Biochemical analysis revealed that the MurI gene in
S. iniae encodes a functional enzyme with a molecular weight of 30 kDa, temperature optimum at 35°C, and pH opti�
mum at 8.5. Metal ions, such as Cu2+, Mn2+, Co2+ and Zn2+, inhibited the enzyme activity. MurI was found to be essen�
tial for the viability and cell wall integrity of S. iniae. The optimal growth of the MurI�deficient S. iniae mutant can be
achieved only by adding a high concentration of D�glutamate to the medium. Membrane permeability assay of the
mutant showed an increasing extent of the cell wall damage with time upon D�glutamate starvation. Moreover, the
mutant lost its virulence when incubated in fish blood. Our results demonstrated that the MurI knockout leads to the
generation of S. iniae auxotroph with damaged cell walls.
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