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Изучена транскрипция гена hlyIIR Bacillus cereus, который является негативным транскрипцион-
ным регулятором гена гемолизина II (hlyII) – фактора патогенности B. cereus. Выявлена последова-
тельность промотора перед геном hlyIIR и определена стартовая точка транскрипции. В экспери-
ментах in vitro и in vivo проведен анализ влияния белка-регулятора на транскрипцию c собственного
промотора. В клетках B. cereus выявлен конститутивный характер синтеза конечного продукта. По-
лученные результаты могут указывать на отсутствие авторегуляции гена hlyIIR и участия промотора
гена гемолизина II в регуляции экспрессии гена hlyIIR.
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Bacillus cereus sensu lato – видовой комплекс
спорообразующих грамположительных бактерий,
которые распространены повсеместно [1]. B. cereus
sensu stricto является условным патогеном человека,
вызывающим желудочно-кишечные инфекции [2];
B. thuringiensis – энтомопатогенный микроорга-
низм, широко использующийся в сельском хо-
зяйстве [3]; B. anthracis – возбудитель смертельно
опасного для млекопитающих заболевания – си-
бирской язвы [4]. В то же время анализ геномных
последовательностей бактерий этой группы вы-
являет высокую степень подобия. Классифика-
ция этих бактерий основана на фенотипических
отличиях, кодируемых в ряде случаев генами, ло-
кализованными на плазмидах, наличие которых и
определяет существование этих микроорганиз-
мов в различных условиях окружающей среды.
Продукция факторов патогенности этими бакте-
риями может быть связана не только с наличием
или отсутствием генов самих токсинов, но также
с регуляцией их экспрессии [5].

Одним из факторов патогенности B. cereus яв-
ляется гемолизин II (HlyII). Он принадлежит к
обширному семейству β-складчатых каналообра-
зующих цитолизинов, которые встраиваются в
мембрану с образованием пор [6]. Гемолизин II ши-
роко распространен как среди штаммов B. cereus,
так и B. thuringiensis [7].

Ген гемолизина II был впервые изолирован из
библиотеки хромосомной ДНК B. cereus. EcoRI-
фрагмент хромосомной ДНК размером 2.9 тпн
при введении в E. coli в составе плазмидного вектора
приводит к возникновению у трансформантов ге-
молитического фенотипа [8]. На том же участке
ДНК за геном hlyII обнаружен ген транскрипци-
онного регулятора (hlyIIR), продукт которого
осуществляет регуляцию экспрессии гена гемо-
лизина II [9]. HlyIIR принадлежит к TetR/AcrR-
группе транскрипционных регуляторов [10].

Регуляция экспрессии гена может осуществ-
ляться как путем прямого контроля его экспрес-
сии, так и опосредованно, путем регуляции экс-
прессии генов самих регуляторов или путем мо-
дуляции функции этих регуляторов.

Настоящая статья посвящена описанию про-
мотора и транскрипции гена hlyIIR B. cereus.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Бактериальные штаммы

Для большинства операций использовался
штамм Escherichia coli Z85 (thi, Δ(lac-proAB),
Δ(srl-recA), hsdR, supE, Tn10(Tcr), (F',-traD, proAB,
LacI ΔM15)) [11], для экспрессии белка HlyIIR –
E. coli M15pRep4 (pHR) (Kmr, lac, ara, gal, mtl, F–) [9];
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в экспериментах in vivo использовался штамм B. cere-
us 771, аналогичный B. cereus AH820 (NC_011773.1) и
штамм B. cereus 4342-N-HlyIIR (аналогичный
B. cereus ATCC 4342 (NZ_CM000721.1), нокаути-
рованный по гену hlyIIR); для анализа флуорес-
ценции TurboGFP – штамм B. subtilis BD170 с
плазмидой pPhlyIIR-tGFP, описанный в [12]. Вы-
ращивание бактерий E. coli проводили в жидких и
на агаризованных средах LB. Для культивирова-
ния B. cereus использовалась 3.7%-ная сердечно-
мозговая среда (BHI) фирмы “Difco”.

Плазмиды

Плазмиды, использованные в работе, пере-
числены и описаны в табл. 1.

Выделение белка

Выделение белка HlyIIR-6HIS осуществля-
лось как описано ранее из клеток E. coli M15pRep4
(pHR) [9]. Выделение РНК-полимеразы из B. cereus
771 описано в [9]. Выделение РНК-полимеразы
из E. coli описано в [13].

Анализ гемолитической активности

Тестирование гемолитической активности
проводили на эритроцитах человека с помощью
методики, основанной на спектрофотометрической

регистрации гемоглобина, высвобождающегося при
лизисе эритроцитов [8]. За единицу гемолитической
активности (ГЕ) принято количество гемолизина,
вызывающее лизис половины клеток 1 мл 0.5%-ной
суспензии эритроцитов в ФСБ (74 мМ Na-фосфат,
77 мМ NaCl pH 6.8) за 30 мин при 37°С. Гемоли-
тическую активность в присутствии холестерина
измеряли как описано ранее [14].

Иммунохимическое определение белка

Вестерн-блоттинг проводили по методу, раз-
работанному в лаборатории Харлоу [6] с помощью
антител кролика, полученных к очищенному пре-
парату HlyIIR.

Транскрипция in vitro, KMnO4-футпринтинг

Эксперименты по транскрипции in vitro и
KMnO4-футпринтингу были выполнены как
описано ранее [13]. Очищенные фрагменты ДНК
с промоторными областями генов инкубировали
с РНК-полимеразами E. coli и B. cereus (100 нМ) в
буфере, содержащем 20 мМ трис-HCl pH 8.0, 100 мМ
MgCl2, 0.1 мМ EDTA, 1 мМ DTT, 50 мкг БСА, 5%
глицерина в объеме 10 мкл, в течение 7 мин при
37°С. При добавлении HlyIIR реакционная смесь
инкубировалась дополнительные 10 мин при
37°С. Затем добавляли 5 мкл смеси из четырех ри-
бонуклеотидтрифосфатов (конечная концентра-

Таблица 1. Плазмиды

Название Описание Источник

pUJ1 2.9 тпн EcoRI-фрагмент хромосомной ДНК B. cereus VKM-B771,
содержащий гены hlyII, hlyIIR в pUC19

 [15]

р15KS- Ap, Cm Stratagene

pRH2 Ген hlyIIR в векторе р15KS  [9]

pF Ген lacZ, клонированный в pUC19 по сайтам рестрикции BamHI–HindIII  [16]

pFHR217 Промотор hlyII, ген hlyII, межгенный участок и промотор hlyIIR 
в EcoRI–BssSI-фрагменте pUJI, липкие концы застроены фрагментом
Кленова, фрагмент затем встраивали по тупым концам в линеаризованную 
по сайту SmaI pF

Данная работа

pFHR217∆KS Делеция регуляторной области hlyII в pFHR217, чтобы оценить влияние
промотора гена гемолизина II на транскрипцию hlyIIR. pFHR217 была 
гидролизована по сайтам KpnI–SpeI и циклизована

Данная работа
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ция 50 мкМ UТP и по 0.2 мМ АТP, GТР, СТР каж-
дого), содержащей 0.5 μCi [α-32P]-UТP и 20 мкг
гепарина, и инкубировали еще в течение 10 мин.
Реакцию останавливали добавлением 15 мкл
охлажденного стоп-буфера (95%-ный фор-
мамид, 0.05%-ный бромфеноловый синий). По-
лученные РНК-фрагменты анализировали мето-
дом электрофореза в 7%-ном ПААГ в денатуриру-
ющих условиях с добавлением 8 М мочевины.
После электрофореза гель экспонировали с рент-
геновской пленкой.

Анализ образования открытого комплекса
РНКП с промоторной областью ДНК выполняли
с использованием метода KMnO4 (перманганатно-
го) футпринтинга. Метод позволяет обнаружить ти-
мины, которые становятся чувствительными к
KMnO4 в одноцепочечной ДНК. Фрагменты ДНК с
промоторными областями амплифицировали по-
средством ПЦР. Один из двух используемых
праймеров метили [γ-32P]ATP с помощью поли-
нуклеотидкиназы фага Т4. Реакционную смесь,
содержащую ДНК, транскрипционный буфер и
1 мкл (100 нМ) РНК-полимеразы, инкубировали
7 мин при 37°С. После обрабатывали 20 мМ KMnO4
в течение 10–20 с при 37°С, реакцию останавли-
вали добавлением 1 мкл β-меркаптоэтанола.
ДНК переосаждали тремя объемами этанола, по-
сле чего обрабатывали пиперидином при 90°С.
Образцы ДНК в стоп-буфере инкубировали в те-
чение двух минут при 95°С и анализировали в
7%-ном денатурирующем ПААГ. После элек-
трофореза гель экспонировали с рентгеновской
пленкой.

Определение ДНК-связывающей
активности HlyIIR

ДНК-связывающую активность определяли,
используя метод задержки в геле. ДНК-зонды (20 нг
ДНК) инкубировали 20 мин при 37°С с различны-
ми концентрациями белка в 20 мкл буфера (10 мМ
трис-HCl pH 7.5, 10 мМ NaCl, 1 мМ MgCl2 и 1 мкг
БСА и 1 мкг ДНК цыпленка).

Определение β-галактозидазной активности

β-Галактозидазную активность тестировали
как описано ранее [17].

Анализ флуоресценции TurboGFP

Клетки B. subtilis выращивали в 0.5 мл среды
LB в 48-луночных планшетах при 37°С. Уровень
флуоресценции измеряли в течение 24 ч каждые
10 мин при значениях A485 нм (возбуждение) и

A535 нм (эмиссия). Выращивание культуры и все
измерения проводили в мультирежимном план-
шетном ридере (Multi-functional plate reader) Filter
Max F5 (Molecular Devices).

РЕЗУЛЬТАТЫ

HlyIIR накапливается в клетках в процессе роста

Анализ синтеза белка HlyIIR с помощью им-
муноблоттинга поликлональными антителами
против HlyIIR показал, что его максимальный
уровень достигается в начале стационарной фазы
роста B. cereus. Как можно видеть на рис. 1,а, в
клетках штамма B. cereus 4342-N-HlyIIR, с нокау-
том по гену hlyIIR, использованного в качестве
отрицательного контроля (дорожка 0), поликло-
нальные антитела не выявили присутствия
HlyIIR. Для того чтобы исследовать связь между
содержанием в клетке белка-регулятора и гемо-
литической активностью в культуральной среде, из-
меряли общую и холестерин-независимую гемоли-
тическую активность. Увеличение содержания бел-
ка HlyIIR на определенном этапе приводит к
снижению как общей, так и холестерин-независи-
мой гемолитической активности в культуральной
среде (рис. 1). Данные, представленные на рис. 1,а,
демонстрируют, что ген hlyIIR экспрессируется
конститутивно и участвует в подавлении гемоли-
тической активности.

Картирование промотора гена hlyIIR

Тандемное расположение генов hlyII и hlyIIR и
их функциональная связь позволяют предполо-
жить, что эти гены могут образовывать оперон и
регулироваться совместно. В то же время после
гена гемолизина II расположен транскрипцион-
ный терминатор, а перед геном hlyIIR обнаружена
нуклеотидная последовательность, гомологичная
консенсусным последовательностям большинства
промоторов прокариот. Таким образом, тран-
скрипция гена hlyIIR возможна как с промотора
гена hlyII, так и с собственного промотора и не-
возможно исключить влияние обоих промоторов
на эффективность экспрессии гена hlyIIR. Чтобы
прояснить ситуацию, было решено определить
способна ли РНК-полимераза B. сereus связывать
предполагаемый промотор hlyIIR in vitro. Для это-
го фрагменты ДНК, соответствующие предпола-
гаемому промотору и началу гена hlyIIR, были ис-
пользованы как матрицы для транскрипции.
Длина образуемых транскриптов была одинакова
в случае использования как РНК-полимеразы
E. coli, так и РНК-полимеразы B. cereus. Обе по-
лимеразы узнают промотор hlyIIR, поэтому было
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решено в последующих экспериментах использо-
вать РНК-полимеразу из E. coli, поскольку в этом
случае сигнал намного сильнее (данные не пока-
заны). Для картирования промотора использова-
ли методику перманганатного футпринтинга [13].
Участки одноцепочечной ДНК могут образовы-

ваться в результате формирования открытого
комплекса ДНК–РНК-полимераза и плавления
ДНК в этом месте. Результаты представлены на
рис. 2,а. На изучаемом участке ДНК обнаружен
один открытый комплекс ДНК с РНК-полимера-
зой E. coli. Определена точка начала транскрипции.

Рис. 1. Изменение содержания белка HlyIIR в клетках и уровня гемолитической активности в культуральной среде в
процессе роста штамма B. cereus 771. а – уровень HlyIIR в клетках B. cereus, отобранных в разных точках роста, пока-
занный с помощью иммунноблота; б – общая гемолитическая активность; в – холестерин-независимая гемолитиче-
ская активность.
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Участки –10 и –35 промотора гена hlyIIR карти-
рованы (рис. 2,а, ж) и определено направление
синтеза РНК.

HlyIIR не связывается со своим промоторным 
участком в условиях in vitro

Перед геном hlyIIR обнаружен участок ДНК
(рис. 2,г, О-HlyIIR), имеющий высокую гомоло-
гию с центральной частью операторной области
гена hlyII (рис. 2,г, O-HlyII). Так как HlyIIR свя-
зывается с оператором гена hlyII [9], было решено
проверить связывается ли HlyIIR с этим участком
гена hlyIIR в условиях in vitro. Для этого радиоак-
тивно меченные двухцепочечные ДНК, соответ-
ствующие последовательностям, показанным на
рис. 2,г, были использованы в экспериментах по
изменению подвижности ДНК в гелях. Несмотря
на то, что HlyIIR связывается с оператором гена
hlyII (рис. 2,д), связывания с частично гомологич-
ным участком гена hlyIIR не обнаружили (рис. 2,е).

Димеры HlyIIR эффективно связываются по
флангам оператора гена hlyII, но не с его цен-
тральной частью [18]. Обнаруженный нами район
гомологии участка, расположенного перед hlyIIR
с центром оператора hlyII, не обеспечивает взаи-
модействия этого участка с HlyIIR.

Транскрипция гена hlyII подавляется в при-
сутствии HlyIIR (рис. 2,б), что соответствует
опубликованным ранее данным [9], в то время
как транскрипция гена hlyIIR в присутствии белка
HlyIIR не подавлялась (рис. 2,в). Следовательно, в
условиях in vitro транскрипционный регулятор
HlyIIR участвует в регуляции экспрессии гена
hlyII, но не влияет на экспрессию собственного
гена.

HlyIIR не регулирует экспрессию
своего гена в условиях in vivo

Как следует из рис. 1,а, белок HlyIIR накаплива-
ется в процессе роста клеток, что может означать,

Рис. 2. Промотор hlyIIR. а – картирование промотора hlyIIR. Представлены результаты перманганатного футприн-
тинга. Дорожка 1 – A + G реакция, дорожка 2 – реакция с KMnO4. Стрелками отмечено местоположение открытого
промоторного комплекса ДНК–РНК-полимераза; б – влияние белка-регулятора HlyIIR на транскрипцию гена hlyII;
в – влияние белка-регулятора HlyIIR на транскрипцию собственного гена; г – последовательности участка, располо-
женного перед геном hlyIIR, и центральной части оператора hlyII; д – связывание HlyIIR с операторным участком гена
hlyII; е – связывание HlyIIR с участком, перекрывающимся с промотором hlyIIR (рис. 2,г); ж – последовательность
ДНК в области промотора hlyIIR (GenBank: AY212780).
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что его экспрессия осуществляется конститутивно,
не регулируемо. Для проверки этого предположе-
ния были созданы генетические конструкции, в
которых репортерный ген β-галактозидазы нахо-
дится под контролем как PhlyIIR, так и участка ге-
нома B. cereus, содержащего оба промотора PhlyII и
PhlyIIR. Результаты этих экспериментов приведены
в табл. 2. Показано, что введение в клетку на сов-
местимых плазмидах гена-репортера под контро-
лем промотора hlyIIR и гена самого hlyIIR не вы-
явило существенной разницы между экспрессией
репортерного гена в присутствии или отсутствии
промотора hlyII. Можно заключить, что по край-
ней мере в клетках E. coli ген регулятора экспрес-
сируется только со своего собственного промото-
ра. Гибридизация РНК бактериальных клеток с
радиоактивно меченным ДНК-зондом также сви-
детельствует о том, что мРНК hlyII и hlyIIR синте-
зируются в клетке независимо друг от друга (рис. 2,б,
в). Следовательно, HlyIIR в E. coli не может кон-
тролировать свою экспрессию через регуляцию
синтеза би-цистронной РНК. Конститутивный
синтез HlyIIR в клетках B. cereus обеспечивается
транскрипцией с собственного промотора, не ре-
гулируемого HlyIIR.

Таким образом, транскрипция гена hlyIIR про-
исходит только с собственного промотора и не
контролируется конечным продуктом.

ОБСУЖДЕНИЕ
Экспрессия белка прямо или опосредованно

может контролироваться несколькими тран-
скрипционными регуляторами. Важнейшей зада-
чей становится получение количественной ин-
формации, так как далеко не все процессы, кото-
рые мы можем наблюдать в пробирке, могут быть
осуществлены в клетке.

Гемолизин II – один из факторов, определяю-
щих приспособление условно-патогенных бацилл к
окружающей среде. Продукция гемолизина II од-
ной клеткой может оказаться недостаточной, по-

этому необходима согласованная экспрессия это-
го гена во всей бактериальной популяции. Ранее
нами было показано, что HlyIIR, ген которого
расположен вслед за геном гемолизина II, являет-
ся негативным регулятором экспрессии гена ге-
молизина II [9]. Он связывается с инвертирован-
ным повтором в операторном участке гена hlyII
[18] и способен уменьшать эффективность ини-
циации РНК синтеза. Экспрессия hlyII зависит от
состояния окружающей среды. Чрезмерное на-
копление гемолизина II может быть потенциаль-
но опасным для бактериальной клетки. Эффек-
тивность транскрипции этого гена определяется
присутствием индуктора, который обнаружива-
ется в плазме крови [19]. В сапрофитном состоя-
нии необходим негативный контроль экспрессии
hlyII. Белок регулятора накапливается в процессе
роста бактерий и его накопление пропорцио-
нально плотности бактериальной культуры и об-
щей гемолитической активности в окружающей
среде.

Перед геном hlyIIR картирован промотор, со-
держащий –10 и –35 последовательности, и опреде-
лена точка инициации транскрипции. Промотор
перекрывается с участком, который имеет гомо-
логию с центральной областью оператора hlyII.
Постепенное накопление белка регулятора в клет-
ках может указывать на отсутствие автоингибиро-
вания. Синтез РНК в условиях in vitro происходит с
обнаруженной точки начала транскрипции. Cинтез
полноразмерного транскрипта с промотора PhlyIIR
не ингибировался присутствием HlyIIR. Экспе-
рименты по ко-экспрессии гена hlyIIR с репор-
терным геном β-галактозидазы под контролем
PhlyIIR подтверждают, что ген hlyIIR экспрессиру-
ется в клетке с собственного промотора и его вли-
яние на транскрипцию не обнаружено. Анализ
эффективности транскрипции с PhlyIIR в клетках
B. subtilis с помощью репортерного гена turbogfp
также не выявил зависимости эффективности
транскрипции с промотора PhlyIIR от присутствия
белка HlyIIR [12]. В ходе настоящей работы опи-

Таблица 2. Регуляция HlyIIR в системе in vivo

Плазмидная конструкция

β-Галактозидазная активность (ед./мл)

р15KS- pRH2

pFHR217 (PhlyII, PhlyIIR) 373 ± 62 224 ± 56

pFHR217∆KS (PhlyIIR) 420 ± 65 234 ± 55
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сан промотор PhlyIIR и определена его локализа-
ция. Транскрипция гена hlyIIR происходит толь-
ко с собственного промотора и не контролирует-
ся конечным продуктом.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ в рамках научного проекта
№ 18-34-01017.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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Transcription of the hlyIIR Gene of Bacillus cereus
A. S. Nagela, Zh. I. Andreeva-Kovalevskayaa, A. V. Siunova,
M. O. Nagornykha, M. V. Zakharovaa, and A. S. Solonina, *

aSkryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms, Pushchino Scientific Centre
of Biological Research, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia

*e-mail: solonin.a.s@yandex.ru

The transcription of the hlyIIR gene of Bacillus cereus, which is a negative transcriptional regulator of the he-
molysin II gene (hlyII), the pathogenicity factor of B. cereus, has been studied. The sequence of the promoter
upstream of the hlyIIR gene was identified and start point of transcription was determined. The effect of the
HlyIIR on the transcription of its own promoter was analyzed in vitro and in vivo. The constitutive synthesis
of the final product was revealed in B. cereus. The results obtained indicate the absence of autoregulation of
the hlyIIR gene and the absence of the participation of the hemolysin II gene promoter in the regulation of
hlyIIR gene expression

Keywords: Bacillus cereus, hlyIIR, hemolysin II, transcription regulation, autoregulation, pathogenicity fac-
tors.
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