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Штамм Streptomyces xinghaiensis (fradiae) ATCC19609 чувствителен к антибиотикам различных хими-
ческих классов и сверхчувствителен к макролидному антибиотику олигомицину A. Спонтанный
мутант S. fradiae-nitR+bld, устойчивый к нитрон-олигомицину, несет мутацию в гене транскрипци-
онного регулятора РadR. Проведен сравнительный протеомный анализ инвертированных мембран-
ных везикул мутантного штамма и штамма дикого типа S. xinghaiensis (fradiae) ATCC19609. С помо-
щью масс-спектрометрического анализа были выявлены в везикулах мутантного штамма количе-
ственные изменения фракций белков двух ABC-транспортеров, лейцил-аминопептидазы, щелочной
фосфатазы и аланиндегидрогеназы по сравнению с везикулами штамма дикого типа. В результате
транскрипционного анализа было зарегистрировано увеличение уровней экспрессии генов ABC-
транспортеров, щелочной фосфатазы и лейцил-аминопептидазы и падение уровня экспрессии гена-
аланиндегидрогеназы мутантного штамма S. fradiae-nitR+bld по сравнению со штаммом дикого типа.
Это позволило сделать предположение, что ген padR, в котором была обнаружена мутация, может
участвовать в процессах регуляции устойчивости к антибиотику и дифференцировки.
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Штамм S. xinghaiensis (fradiae) ATCC19609 чув-
ствителен к антибиотикам различных химических
классов более других актинобактерий рода Strepto-
myces и сверхчувствителен к макролидному анти-
биотику олигомицину A и его производным [1–3].
Из штамма S. xinghaiensis (fradiae) ATCC19609 был
получен спонтанный мутант со слаборазвитым воз-
душным мицелием (“лысый” (bаld)) S. fradiae-
nitR+bld, устойчивый к нитрон-олигомицину. Срав-
нительный геномный анализ штаммов S. xinghaiensis
(fradiae) ATCC19609 [4] и S. fradiae-nitR+bld выявил
мутацию, которая привела к аминокислотной заме-
не H(24)R в высококонсервативном ДНК-связыва-
ющем домене гена padR многофункционального
транскрипционного регулятора [5].

В результате биоинформатического анализа
генома S. xinghaiensis (fradiae) ATCC19609 был об-
наружен сайт связывания транскрипционного
регулятора PadR в области 13 пн выше стартового
кодона гена фактора транскрипции marR. Индук-
ция нитрон-олигомицином в логарифмической
фазе роста культур S. fradiae-nitR+bld и штамма

дикого типа приводит к значительному увеличению
уровня экспрессии гена marR у мутантного штамма
по сравнению со штаммом дикого типа [5].

Факторы транскрипции семейства MarR (мно-
жественный регулятор устойчивости к антибиоти-
кам) могут регулировать оперон marRAB и участ-
вовать в процессах устойчивости к множествен-
ным стрессам окружающей среды [6]. Белок DptR3
семейства MarR функционирует в качестве гло-
бального регулятора, который положительно кон-
тролирует синтез антибиотика даптомицина и
морфологическое развитие S. roseosporus [7].

Для визуализации качественных и количе-
ственных различий между белками штамма дико-
го типа и штамма S. fradiae-nitR+bld был проведен
двумерный электрофорез в ПААГ фракций бел-
ков инвертированных мембранных везикул двух
штаммов. Препараты инвертированных мем-
бранных везикул растворяли в буфере, содержа-
щем 8 М мочевину, 2 М тиомочевину, 16.7% рас-
твора (30% CHAPS, 10% NP-40), 80 мМ ДТТ, 5%
амфолиты (pH 3–10). Изоэлектрофокусировку
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проводили на 7 см IPG Strips (pH 3–10, Bio-Rad,
США) с использованием PROTEAN IEF Cell (Bio-
Rad, США), согласно рекомендациям производи-
теля. Во втором направлении использовали 12.5%
SDS-ПААГ. Гели окрашивали CBB R-250. Каче-
ственные изменения были детектированы с помо-
щью масс-спектрометрического анализа белковых
фракций везикул в первой половине логарифмиче-
ской фазы роста штаммов S. fradiae-nitR+bld и дико-
го типа. Образцы для масс-спектрометрии были
получены методом, рекомендованным Promega
(США) (In Gel Digest Protocol); масс-спектры –
методом, рекомендованным Bruker Daltonics
(США), с помощью аналитического масс-спек-
трометра Ultrafle Xtreme MALDI TOF/TOF Ms
(Bruker Daltonics GmbH, Германия) в отделе про-
теомных исследований Научно-исследовательского
института биомедицинской химии им. В.Н. Орехо-
вича РАМН. Белки были идентифицированы с ис-
пользованием программного обеспечения Mascot
(www.matrixscience.com) и базы данных NCBI. Было
зарегистрировано количественное увеличение
фракций белков двух ABC-транспортеров, ще-
лочной фосфатазы и лейцил-аминопептидазы, а
также отсутствие белковой фракции аланинде-
гидрогеназы в штамме S. fradiae-nitR+bld по срав-
нению со штаммом дикого типа (табл. 1).

Белки щелочной фосфатазы (WP_043468956.1)
и лейцил-аминопептидазы (WP_043470568.1) на-
ходятся в одной и той же белковой фракции. Воз-
никает вопрос: какой из двух генов мутантного
штамма обладает повышенным уровнем экспрес-
сии? Исследование экспрессии генов было про-
ведено с использованием метода ПЦР в реальном
времени. Определение количественного измене-

ния уровней транскрипции двух генов ABC-транс-
портеров (WP_043466588.1, WP_043465859.1) и гена
аланиндегидрогеназы (WP_043468956.1) также
проводили с использованием метода ПЦР в ре-
альном времени в пробах, отобранных в первой
половине логарифмической фазы роста. Для син-
теза кДНК использовали стандартные процеду-
ры, установленные Invitrogen Company (США).
Все ампликоны имели длину ~150 пн, все экспе-
рименты были проведены в трех независимых по-
вторах. Геноспецифичные праймеры, использо-
ванные в этом эксперименте, представлены в
табл. 2. Для постановки реакций амплификации
использовали мастер-смеси Power PCB SYBR®
Green (Applied Biosystems), амплификатор Real-
Time CFX96 (Bio-Rad). Экспрессия генов была
нормализована на экспрессию генов “домашнего
хозяйства” dna-polymerase I, gtp-ase. Изменение
уровней экспрессии генов рассчитывали с ис-
пользованием метода 2−ΔΔCt. Мы зарегистрирова-
ли 6-кратное и 3-кратное увеличение уровней
экспрессии генов ABC-транспортеров pstS и opp,
2.5-кратное увеличение – гена щелочной фосфа-
тазы phoD и 3-кратное увеличение – гена лейцил-
аминопептидазы мутантного штамма (рис. 1).
Уровень экспрессии гена аланиндегидрогеназы
штамма S. fradiae-nitR+bld был многократно ниже
по сравнению со штаммом дикого типа, что соот-
ветствует результатам масс-спектрометрического
анализа.

Увеличение уровня синтеза белка лейцил-
аминопептидазы может внести свой вклад в обра-
зование “лысого” (bаld) – фенотипа штамма S.
fradiae-nitR+bld. Делеция гена лейцил-аминопеп-
тидазы у S. coelicolor привела к усилению споруля-

Таблица 1. Спектр количественных изменений белков и их характеристика у мутанта S. fradiae-nitR+bld и S. xing-
haiensis (fradiae) ATCC19609

Номер в GenBank Молекулярная 
масса, кДа

Аннотация белка
в GenBank

Предполагаемая 
функция

Количественные 
изменения белковой 
фракции в штаммах

S. xinghaiensis (fradiae)

ATCC19609 nitR+bld

WP_043466588.1 
PstS

39.319 Phosphate ABC transporter 
substrate-binding protein

Включен в процессы 
транспорта фосфата 
и дифференцировки

– +

WP_043465859.1 
OppA

59.683 Peptide ABC transporter 
substrate-binding protein

Включен в процессы 
адгезии

– +

WP_043468956.1 
PhoD-like

57.761 Alkaline
phosphatase

Включен в метаболизм 
неорганических ионов

– +

WP_043470568.1 
Aminopeptidase A

51.676 Leucyl
aminopeptidase

Включен в процессы 
споруляции

– +

WP_043468956.1 
Ald

39.366 Alanine
dehydrogenase

Включен в процессы 
споруляции

+ –
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ции у исследуемого штамма [8], следовательно уве-
личение уровня экспрессии гена, вероятно, приво-
дит к ослаблению процесса спорообразования.

Увеличение количества белка щелочной фос-
фатазы может быть вызвано проблемами утилиза-
ции фосфора [9], что, по всей видимости, связано с
процессами дифференцировки у стрептомицетов
[10]. Клеточная стенка большинства грамположи-
тельных бактерий содержит равные количества пеп-
тидогликана и гликополимеров фосфат-богатой
тейхоевой кислоты. Во время роста, лимитирован-
ного фосфатом, грамположительного модельного
организма Bacillus subtilis-168 тейхоевая кислота те-
рялась из клеточной стенки в результате ответа, опо-
средованного двухкомпонентной системой PhoPR,
которая регулирует гены, участвующие в сохране-
нии и приобретении фосфата. Считается, что тейхо-

евая кислота обеспечивает источник фосфора для
поддержания роста в условиях голода [11].

PstS, мембраносвязанный липопротеин, необ-
ходим для высокоаффинного транспорта фосфатов
в S. coelicolor [12]. PstS-1, 38-кДа M. tuberculosis, –
маннозилированный гликолипопротеин. Опыт
его ингибирования с использованием маннана и
иммунопреципитации показал, что PstS-1 связы-
вает рецептор маннозы [13]. Делетирование генов
pstS у S. lividans и S. coelicolor нарушало транспорт
фосфатов и ускоряло дифференцировку и спору-
ляцию культур на твердых средах [14]. Исходя из
этого, можно предположить, что увеличение
уровня экспрессии pstS влияет на приобретение
“лысого фенотипа” мутантным штаммом S. fradiae-
nitR+bld.

Олигопептидпермеаза (Opp) – белок-связываю-
щий АТФ-зависимый ABC-транспортер [15]. Кас-

Таблица 2. Праймеры, использованные в работе

№ Название гена Номер в GenBank Последовательности
олигонуклеотидных праймеров

1 Phosphate ABC transporter
substrate-binding protein PstS

gi|759756058 CGACTGGAAGTACGAGGACG
ACCGAGTTGAGGTTGTTGCT

2 Peptide ABC transporter
substrate-binding protein Oop

gi|759755325 GTTGTCGCCCTTCTCCATCA
AAGGTCAAGGGCATGTACCG

3 Alanine dehydrogenase ald gi|759758444 TGCTGCTCAAGGTGAAGGAG
GGTCTCCACCGTCTCGTAGG

4 Alkaline phosphatase phoD-like gi|759752118 CAGGATGATCGTCGAGACCT
CAGCACCCGGTAGTGGATTT

5 Leucyl aminopeptidase gi|759760072 GAAGGACTTCGGGTGCAGG
AGAAGGACGACAAGAGCACG

6 dna-polymerase I WP_043463190.1 GAACGACCCGAACTGGTTGA
CGGAGAAGGTGCAGGAGAAG

7 gtp-ase WP_043460113.1 CATCCACGCCAACCTCTACA
GTCCTTGGCGACCTTCACAT

Рис. 1. Изменение уровня экспрессии генов S. fradiae-nitR+bld в сравнении с S. xinghaiensis (fradiae) ATCC19609 в пер-
вой половине логарифмической фазы. Относительная экспрессия генов S. fradiae-nitR+bld по сравнению со штаммом
S. xinghaiensis (fradiae) ATCC19609 была рассчитана с использованием сравнительного метода Ct (2–ΔΔCt), принимая
экспрессию генов в S. xinghaiensis (fradiae) ATCC19609 за единицу. Экспрессия целевых генов была нормирована на
экспрессию генов домашнего хозяйства.
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сета с олигопептид-пермеазой, система транспорта
олигопептидов, относится к суперсемейству АТФ-
связывающих кассет (ABC) и широко распростра-
нена у бактерий. У Streptococcus suis белки Opp игра-
ют важную роль в вирулентности патогена, деле-
ция гена oppA значительно влияет на его рост и
вирулентность. Темпы роста, а также способ-
ность к адгезии штамма с делетированным геном-
на эпителиальные клетки человека значительно
уменьшаются по сравнению со способностью
штамма дикого типа [16]. В работе [17] подтвер-
ждается роль OppAв стимуляции адгезии Lactoba-
cillus casei и Lactococcus lactis на культуры эукарио-
тических клеток.

Таким образом, результаты протеомного иссле-
дования и транскрипционного анализа объясняют
bald-фенотип мутантного штамма. Мы можем пред-
положить, что устойчивость к нитрон-олигомицину
обусловливается процессами, связанными с мета-
болизмом фосфата в клетке.

Работа поддержана грантом РНФ № 15-15-
00141П – “Изучение механизма действия и фор-
мирование резистентности к олигомицину А и
его производным у актинобактерий.”

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Comparative Proteomic and Transcriptome Analysis of a Mutant Strain
of Streptomyces fradiae-nitR+bld Resistant to Nitron-Oligomycin

O. B. Bekkera, *, A. A. Vatlina, D. A. Mavletovaa,
L. N. Lysenkovab, A. E. Shchekotikhinb, and V. N. Danilenkoa

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
bGauze Institute of New Antibiotics, Moscow, 119021 Russia

*e-mail: obbekker@mail.ru

The strain Streptomyces xinghaiensis (fradiae) ATCC19609 is sensitive to antibiotics of various chemical classes and
is hypersensitive to the macrolide antibiotic oligomycin A. The spontaneous mutant S. fradiae-nitR+bld, resistant
to nitron-oligomycin, is mutant in the gene of the transcriptional regulator PadR. A comparative proteomic
analysis of the inverted membrane vesicles of the mutant and wild-type S. xinghaiensis (fradiae) ATCC19609
was performed. The mass spectrometric analysis revealed quantitative changes in the protein fractions of two
ABC transporters, leucylaminopeptidase, alkaline phosphatase and alanine dehydrogenase in the vesicles of
the mutant strain compared to wild type vesicles. The result of transcriptional analysis was an increase in gene
expression levels of ABC transporters genes, alkaline phosphatase and leucylaminopeptidase genes, and de-
crease in the expression level of the alanine dehydrogenase gene of the mutant strain S. fradiae-nitR+bld as
compared to the wild-type strain were recorded. This suggested that the padR gene in which the mutation was
detected may be involved in the regulation of antibiotic resistance and differentiation.

Keywords: Streptomyces xinghaiensis (fradiae), padR, nitron-oligomycin.
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