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Изучали роль белков теплового шока в реализации способности бактерии Rhodococcus pyridinivorans
5Ap деградировать углеводороды при разных температурных режимах. В результате проведенных
исследований установлено, что для деградации бактериями гексадекана при температуре 42°С не-
обходимо присутствие шаперонов Сpn60.1–Сpn10 и регуляторного белка Hrc. В отсутствие функци-
ональной активности генетических детерминант, определяющих синтез этих белков, эффектив-
ность деградации гексадекана снижалась в 1.7 и 2.7 раза соответственно. Мутации в генах cpn и hrcA
не влияли на жизнеспособность бактерий R. pyridinivorans 5Ар: исходный штамм и мутанты росли с
одинаковой скоростью при всех температурных режимах в минимальной среде с сукцинатом натрия
и в полноценной среде. В отсутствие белков теплового шока Сpn60.1–Сpn10 фиксировали сниже-
ние скорости роста бактерий R. pyridinivorans 5Ар при 42°С на минимальных агаризованных средах,
содержащих в качестве источников углерода керосин, дизельное топливо, ацетон, нафталин, 2 ме-
тилнафталин и фенантрен.
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Способность бактерий существовать в стрес-
совых условиях обеспечивается целым рядом ге-
нетически детерминированных процессов. Клю-
чевыми из них являются деградация органиче-
ских и неорганических соединений, активный
транспорт токсических веществ из клетки, стабили-
зация мембраны и клеточной стенки, восстановле-
ние нарушенной конформации внутриклеточных
белков молекулярными шаперонами, активация
отдельных процессов метаболизма специфически-
ми сигма-факторами (Nicolaou et al., 2010). Для ре-
ализации стрессового ответа определенный инте-
рес представляют белки теплового шока GroELS.
Гены, детерминирующие их синтез, присутствуют
в геномах всех живых организмов и активно экс-
прессируются в клетке в ответ на изменения, вы-
званные неоптимальными температурами, кон-
центрацией ионов водорода и солей, облучением,
ксенобиотиками, а также другими факторами,
влияющими на ее физиологический статус (Lin
et al., 2008). Кроме того, в норме шапероны обес-

печивают конформационные изменения поли-
пептидов, необходимые для их функциональной
активности (Furuya et al., 2013).

Следует отметить, что практически все акти-
нобактерии, к которым относятся родококки, со-
держат две копии генов теплового шока groEL
(общепринятое обозначение – cpn60.1 и cpn60.2)
и одну копию groES (общепринятое обозначение –
cpn10). Эти детерминанты характеризуются опре-
деленной генетической организацией и локали-
зацией в геноме. Гены cpn60.1 и cpn10 образуют
оперон, а вторая детерминанта cpn60.2 представ-
лена отдельной транскрипционной единицей,
которая всегда находится в другом участке хромосо-
мы (Goyal et al., 2006). Регуляция экспрессии белков
теплового шока cpn изучена только для отдельных
представителей актинобактерий родов Mycobacteri-
um, Corynebacterium и Streptomyces. Установлено, что
транскрипция оперона, включающего гены cpn60.1
и cpn10, и отдельно локализованного гена cpn60.2,
негативно регулируется белком HrcA за счет связы-
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вания с инвертированными повторами CIRCE
(TTGGCACTC-9N-GAGTGGCCCAG) в области
“–10” и “–35”, а также старта транскрипции cpn-
оперона и гена сpn60.2 (Grandvalet et al., 1998;
Stewart et al., 2002; Barreiro et al., 2004). Этот бе-
лок-репрессор подавляет транскрипцию cpn-ге-
нов при оптимальной температуре и не обладает
этим свойством при накоплении в клетке денату-
рированных белков, появляющихся в результате
стрессового воздействия. Показано, что этот про-
цесс зависит от концентрации и конформации
белков-шаперонов Cpn60.1 и Сpn10, которые ак-
тивируют репрессор HrcA при оптимальных фи-
зиологических условиях (Roncarati, Scarlato, 2017).

Наибольший интерес представляет наличие в
клетках актинобактерий двух Сpn-белков, отли-
чающихся аминокислотным составом, что может
свидетельствовать об их разной функциональной
активности и, следовательно, той роли, которую
они выполняют в клетке (Lund, 2009). В настоя-
щее время имеются лишь отдельные данные, сви-
детельствующие о функциональной значимости
этих полипептидов. В частности, для бактерии
M. tuberculosis установлено, что инактивация гена
cpn60.1 приводит к потере патогенности: у мышей
и морских свинок, зараженных мутантными бак-
териями, легкие остаются неповрежденными (Hu
et al., 2008). При мутации этого гена у M. smegmatis
не образуются миколовые кислоты и, как след-
ствие, не формируются биопленки (Ojha et al.,
2005). Еще меньше известно о функциональной
значимости белка, синтез которого определяется
отдельно локализованной детерминантой cpn60.2.
Имеются лишь косвенные доказательства жиз-
ненно важной функции этого полипептида для
актинобактерий. Так, некоторые актинобактерии
содержат только одну копию гена cpn60, которая
представлена детерминантой cpn60.2, отличитель-
ной особенностью которой является обособлен-
ная локализация в хромосоме (отдельно от гена
cpn10), тогда как у других бактерий единственная
копия cpn60 образует единую транскрипционную
единицу с геном cpn10 (Lund, 2009). Для предста-
вителей актинобактерий не удалось получить му-
тантов по гену cpn60.2, тогда как спонтанные и
индуцированные мутации в гене cpn60.1 были вы-
явлены для всех изученных в этом отношении
бактерий (Barreiro et al., 2004; Ojha et al., 2005; Hu
et al., 2008).

Переходя к объектам настоящего исследова-
ния, отметим, что бактерии рода Rhodococcus в
природной среде обитания обнаруживаются в за-
грязненных экосистемах, мало пригодных для
жизнедеятельности других живых организмов (вы-
сокая концентрация ксенобиотиков, экстремаль-
ные температура и влажность, кислая или щелоч-
ная среда, высокие радиация и осмолярность
и др.). Такие неограниченные адаптивные воз-
можности, безусловно, определяются особенно-

стями генетической организации этих микроор-
ганизмов, которые обеспечивают им толерант-
ность к воздействию стрессовых факторов
внешней среды. Для бактерий рода Rhodococcus
достаточно подробно охарактеризованы отдель-
ные генетические системы биодеградации загряз-
нителей, тогда как другие детерминанты толе-
рантности практически не исследованы (Crombie
et al., 2015; Orro et al., 2015; Khosravinia et al., 2018).

Ранее из образца загрязненной нефтепродук-
тами почвы были изолированы бактерии R. pyri-
dinivorans 5Ap, растущие в диапазоне температур от
18 до 45°С, в среде со значением рН от 6 до 11, в
присутствии NaCl в концентрации до 7%. Эти бак-
терии способны использовать в качестве един-
ственного источника углерода и энергии широкий
спектр органических соединений (Чернявская и
соавт., 2018) и достаточно эффективно утилизи-
ровать нефть в песчаной почве с низкой влажно-
стью (порядка 10%) в присутствии 3% NaCl при
температуре 45°С (Патент РФ № 2617941, 2017).
Перечисленные свойства свидетельствуют о вы-
сокой адаптивной способности этих микроорга-
низмов и возможности их использования для
биоремедиации загрязненной среды от опасных
органических соединений. Наличие полной нук-
леотидной последовательности генома бактерий
R. pyridinivorans 5Ap (Чернявская и соавт., 2016)
позволяет в полной мере оценить их метаболиче-
ский потенциал, изучить организацию отдельных
генетических детерминант и определить их функ-
циональную значимость.

Целью данного исследования было изучить
роль белков теплового шока бактерии R. pyridini-
vorans 5Ap для реализации ее способности дегради-
ровать углеводороды при разных температурных
режимах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектом исследования являлся штамм R. pyri-
dinivorans 5Ap (депонирован в Белорусскую кол-
лекцию непатогенных микроорганизмов Инсти-
тута микробиологии НАН Беларуси под номером
БИМ В-939 Г), также штамм E. coli BW19851 (Met-
calf et al., 1994), E. coli XL1-Blue (Bullock et al.,
1987) и плазмида рK18mob (Schäfer et al., 1994).

Бактерии культивировали при температуре 28
и 42°С в полноценной пептонно-дрожжевой сре-
де, минимальной среде М9 (Миллер, 1976) и сре-
де К (Каталог штаммов..., 1994) с добавлением
раствора микроэлементов по Постгейту (Рома-
ненко, Кузнецов, 1974). В качестве источников
углерода использовали сукцинат натрия (0.2%),
ацетон, гексан, нонан, бензол, этилбензол, толу-
ол, о-ксилол, гексадекан, нафталин, метилнафта-
лин (в парах), фенантрен, пирен, флюорен, бифе-
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нил (0.02% растворы в трихлорметане), фенол и
2,2,4,4,6,8,8-гептаметилнонан (0.1%).

В работе использовали коммерческие препараты
канамицина в концентрации от 50 до 2000 мкг/мл,
рифампицина в концентрации 100 мкг/мл, IPTG –
0.5 ммоль/л, X-Gal – 50 мкг/мл.

Выделение ДНК. Тотальную ДНК выделяли
саркозиловым методом (te Riele et al., 1986). Плаз-
мидную ДНК выделяли с использованием набора
реактивов GeneJET Plasmid Miniprep Kit (“Ther-
mo Scientific”, ЕС).

Амплификация. Для амплификации использова-
ли HF-Taq ДНК-полимеразу (“Thermo Scientific”,
ЕС) и праймеры производства ОДО “Праймтех”
(Беларусь). Реакционная смесь для ПЦР (50 мкл)
содержала около 100 нг ДНК-матрицы, 0.2 ммоль/л
каждого дНТФ, 0.5 мкмоль/л каждого праймера,
5% DMSO, 3% глицерина, 1.25 ед. ДНК-полиме-
разы и соответствующий буфер.

Для амплификации фрагмента оперона
cpn60.1–cpn10 размером 1000 п.н. использовали
праймеры groF (5'-AGG AAG CCC TTG TCG
AAC TG-3') и groR (5'-AAA GTG GAG GGC TCA
TCG TG-3') при режиме: 95°С – 5 мин (1 цикл);
95°С – 1 мин, 54°С – 40 с, 68°С – 1 мин (5 циклов);
95°С – 30 с, 54°С – 40 с, 68°С – 1 мин (25 циклов);
68°С – 10 мин (1 цикл).

Для амплификации гена cpn60.2 размером
1625 п.н. использовали праймеры groEL2F (5'-
GAA TTC AAG GAG GAC ATT ATG GCC AAG
ATC ATC GCG TTC G-3') и groEL2R (5'-GTC
GAC TCA GAA GTC CAT GCC GCC CAT G-3')
при режиме: 95°С – 5 мин (1 цикл); 95°С – 30 с,
58°С – 45 с, 68°С – 1 мин 40 с (25 циклов); 68°С –
10 мин (1 цикл).

Для амплификации фрагмента гена hrcA раз-
мером 733 п.н. использовали праймеры hrcF
(5'-TTA CGT GTC CAC CAA GGA GC-3') и hrcR
(5'-TTC GAG GAC CGT ACG CAA C-3') при ре-
жиме: 95°С – 5 мин (1 цикл); 95°С – 30 с, 58°С –
45 c, 68°С – 1 мин (25 циклов); 68°С – 20 мин
(1 цикл).

Полученные фрагменты очищали с помощью
набора Agarose Gel Extraction Kit (“Jena Biosci-
ence”, Германия). Очищенные продукты ампли-
фикации фрагмента оперона cpn60.1–cpn10 и
фрагмента гена hrcA лигировали с суицидальным
вектором pK18mob, предварительно обработан-
ным рестриктазой SmaI. Продукты амплифика-
ции гена cpn60.2 обрабатывали рестриктазой
PstI, полученный фрагмент размером 415 п.н.
очищали из агарозного геля и лигировали с векто-
ром pK18mob, предварительно обработанным ре-
стриктазой PstI.

Трансформацию бактерий E. coli осуществля-
ли согласно методу, приведенному в работе (Ма-
ниатис, 1984).

Плазмиды pK18mob с клонированными фраг-
ментами генов cpn60.1–cpn10, cpn60.2 и hcrA в
клетки R. pyridinivorans 5Ap вводили методом
конъюгации, описанным в работе (van der Geize
et al., 2001). Интеграцию гибридных плазмид в
хромосому бактерий R. pyridinivorans 5Ap устанав-
ливали с помощью полимеразной цепной реак-
ции. Для этого использовали праймеры, компле-
ментарные последовательностям, прилегающим к
полилинкеру плазмиды pK18mob (M13F и M13R),
а также последовательностям инактивируемых
генов (hrcF, hrcR и groELSR). Встраивание плаз-
миды pK18mob:hrcA в хромосомный ген hrcA
определяли с использованием праймеров hrcF
(5'-TTA CGT GTC CAC CAA GGA GC-3') и M13R
(5'-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3'), M13F
(5'-ACT GGC CGT CGT TTT ACA-3') и hrcR
(5'-TTC GAG GAC CGT ACG CAA C-3') при ре-
жиме: 95°С – 5 мин (1 цикл); 95°С – 30 с, 48°С –
30 c, 68°С – 45 с (25 циклов); 68°С – 10 мин
(1 цикл). В результате реакции ПЦР получены про-
дукты амплификации искомого размера (778 п.н.).
Доказательство инактивации оперона cpn60.1–
cpn10 за счет встраивания плазмиды pK18mob, со-
держащей фрагмент данных детерминант, полу-
чено с использованием праймеров M13F (5'-ACT
GGC CGT CGT TTT ACA-3') и groELSR (5'-CCG
GAA TTC TCA GTG CGC GTG ACC GTG-3') при
режиме: 95°С – 5 мин (1 цикл); 95°С – 30 с, 48°С –
45 c, 72°С – 2 мин (25 циклов); 72°С – 10 мин
(1 цикл). В результате реакции ПЦР получен про-
дукт амплификации искомого размера (2076 п.н.).
Мутантные бактерии, содержащие в хромосоме
плазмиду pK18mob, были устойчивы к канамици-
ну в концентрации 8000 мкг/мл (исходные бакте-
рии не росли в присутствии канамицина в концен-
трации 5 мкг/мл). В аналогичных экспериментах
при введении исходной плазмиды pK18mob и
pK18mob, содержащей фрагмент гена cpn60.2, в
клетки бактерий R. pyridinivorans 5Ap трансконъ-
юганты получены не были (эксперименты повто-
ряли три раза).

Удельную скорость роста бактерий (μ) в мини-
мальной среде К, содержащей в качестве источ-
ника углерода сукцинат, и в полноценной пита-
тельной среде оценивали, используя значения
количества жизнеспособных клеток (КОЕ/мл),
которые определяли методом посева на агаризо-
ванную среду аликвот культур на начальной ста-
дии инкубации и, затем, через определенные про-
межутки времени (Герхардт, 1983).

Эффективность деградации гексадекана опре-
деляли с помощью газовой хроматографии на ап-
парате “Agilent 7890B” (США) с пламенно-иони-
зационным детектором и капиллярной колонкой
Agilent HP-5 (30 м × 0.32 мм, внутренний диаметр
0.25 мкм, газ-носитель – гелий, скорость потока –
1.2 мл/мин). Температура испарителя – 250°С,
объем инъекции – 1 мкл. Начальная температура
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колонки – 130°С, конечная температура колонки –
220°С, температурный градиент – 3.5°С/мин. В
качестве внешнего стандарта использовали гек-
садекан. Полученные результаты анализировали
с использованием программного обеспечения
Agilent ChemStation B.04.03. Экстракцию гексаде-
кана из культуральной жидкости осуществляли
эквивалентным объемом гексана.

Анализ нуклеотидных последовательностей.
Нуклеотидные последовательности генов cpn60.1–
cpn10, cpn60.2 и hcrA в составе генома R. pyridini-
vorans 5Ap (последовательности генома размещены
на сайте www.bio.bsu.by/microbio/rhodococcus_ge-
nome.html) анализировали с помощью програм-
мы BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Нук-
леотидные последовательности генов cpn60.1,
cpn10, cpn60.2 R. pyridinivorans 5Ap депонированы в
базе данных GenBank под номерами MG264513–
MG264515.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Наличие полной нуклеотидной последова-

тельности хромосомы бактерий R. pyridinivorans
5Ap позволила сравнить гены cpn60 и cpn10 с из-
вестными. В результате проведенного анализа
было установлено, что полные нуклеотидные по-
следовательности генов cpn60.1 и cpn10, входящие
в состав одного оперона (координаты оперона
3555670–3557670 п.н.), идентичны на 99% с тако-
выми бактерии R. pyridinivorans, одного штамма
R. rhodochrous NCNC10210 и одного штамма R. bi-
phenylivorans TG9. При этом у бактерий R. pyridini-
vorans белки, детерминируемые геном cpn60.1, сход-
ны между собой и с белками бактерий R. biphenyliv-
orans на 100%, а также имеют высокую степень
гомологии (99%) с белками бактерий R. rhodo-
chrous NCNC10210 (с белками остальных предста-
вителей рода Rhodococcus сходство не превышало
91%). Из двух генов оперона более консервативной
являлась детерминанта cpn10 (сходна на 99–95% c
гомологичными генами бактерий R. pyridinivorans,
R. rhodochrous, R. coprophilus, R. aetherivorans, R. equi,
R. ruber, R. hoagii, R. biphenylivorans), а детермини-
руемый ею белок по аминокислотной последова-
тельности идентичен на 95% не только с белками
бактерий рода Rhodococcus, но и представителей
родов Mycobacterium и Nocardia. Следует отметить,
что на основании сиквенс-анализа этих детерми-
нант и гена alkB исследуемый штамм был иденти-
фицирован до вида (Чернявская и соавт., 2018).

Детерминанта cpn60.2, также как у других актино-
мицетов, в геноме исследуемых бактерий локализо-
вана отдельно (координаты 3987457–3989082 п.н.), и
ее нуклеотидная последовательность идентична
на 99% гомологичным генам бактерий R. pyridini-
vorans, штамма R. biphenylivorans TG9 и штамма
R. rhodochrous NCNC10210 (для других близко-
родственных видов сходство не превышало 96%).

При этом аминокислотная последовательность
белка Cpn60.2 была идентична на 98–100% раз-
личным видам бактерий Rhodococcus (R. pyridini-
vorans, R. biphenilivorans, R. rhodochrous, R. gordo-
niae, R. zophii, R. phenolicus, R. coprophilus).

Сравнительный сиквенс-анализ последова-
тельностей, окружающих cpn-оперон в хромосоме
бактерии R. pyridinivorans 5Ар, позволил установить,
что выше по течению локализован геном бактерио-
фага размером около 42 kb. Причем перед генами
фагового происхождения находятся детерминанты,
кодирующие сайт-специфическую рекомбиназу
XerD (координаты 3557883–3558916 п.н.) и тирози-
новую рекомбиназу XerC (координаты 3560261–
3561190 п.н.). В геномах других R. pyridinivorans в
этом локусе профаг отсутствует, а гомологичные
гены хerD и хerC находятся далеко друг от друга и
от cpn-оперона (в частности, в хромосоме бактерий
R. pyridinivorans SB3094 ген, кодирующий XerD, ло-
кализован между 384229–385140 п.н., координа-
ты гена, кодирующего тирозиновую рекомбиназу
XerC, соответствуют 233173–234111 п.н.). При-
сутствие горячих точек рекомбинации непосред-
ственно перед cpn-опероном и мобильным генети-
ческим элементом (профагом) свидетельствуют об
особенностях генетической организации иссле-
дуемых бактерий. Выявленные функциональные
единицы могут обеспечивать рекомбинационную
нестабильность локуса, прилегающего к cpn-опе-
рону и влиять на его функциональную актив-
ность.

Как указывалось ранее, бактерии R. pyridini-
vorans 5Ap утилизируют нефть в стрессовых усло-
виях среды (в песчаной почве с влажностью 10% в
присутствии 3% NaCl при температуре 45°С (Па-
тент РФ № 2617941, 2017). Деградация такого много-
компонентного субстрата при таких экстремальных
условиях, безусловно, должна обеспечиваться не
только системами деградации, но и способно-
стью бактериальных клеток противостоять стрес-
совым факторам среды. В частности, она обеспе-
чивается устойчивостью к определенным углево-
дородам нефти, поскольку клетки одного штамма
не способны деградировать все компоненты, вхо-
дящие в ее состав (около 1000 соединений входят в
состав нефти), а также наличием белков-шаперо-
нов, синтез которых увеличивается при стрессе,
помогая клеткам адаптироваться к условиям, не
соответствующим физиологической норме (вы-
соким температуре и осмолярности, низкой
влажности). Одна из систем толерантности, ха-
рактерная для клеток всех живых организмов,
представлена шаперонами Cpn (Nicolaou et al.,
2010). Для установления роли этих белков в дегра-
дации углеводородов, были получены мутации
кодирующих их детерминант. Для этого фрагмен-
ты оперона cpn60.1 и cpn10, а также гена cpn60.2
были встроены в состав суицидального вектора
pK18mob, который вводили в клетки R. pyridini-
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vorans 5Ap. Неспособность вектора наследоваться
клетками исследуемых бактерий обусловила его
встраивание в состав хромосомы за счет гомоло-
гичной рекомбинации по идентичным нуклеотид-
ным последовательностям оперона cpn. В резуль-
тате были отобраны мутанты с инактивированны-
ми генами cpn60.1 и cpn10 (обозначены Gro–), и не
были получены мутанты с дефектным геном
cpn60.2. Отсутствие рекомбинантов при введении
плазмиды pK18mob, содержащей фрагмент гена
cpn60.2, может свидетельствовать о жизненно
важной функции этой детерминанты. Данное
предположение подтверждается литературными
данными о невозможности инактивации гена
cpn60.2 у бактерий M. smegmatis (Kim et al., 2003;
Ojha et al., 2005), M. tuberculosis (Hu et al., 2008),
Corynebacterium glutamicum (Barreiro et al., 2004) и
Streptomyces albus (Servant et al., 1994).

Для определения влияния белков, кодируемых
генами cpn60.1 и cpn10, на способность бактерий
R. pyridinivorans 5Ap утилизировать керосин, ди-
зельное топливо и отдельные углеводороды в ка-
честве единственных источников энергии, исход-
ный и мутантный штамм выращивали при темпе-
ратурах 28 и 42°С на агаризованной минимальной
среде с добавлением этих соединений. В резуль-
тате было установлено, что все использованные
углеводороды как источники энергии можно
условно разделить на три группы. Первую группу
составили соединения, при добавлении которых
в среду исходные и мутантные бактерии не росли.
Это гексан, гептаметилнонан, бензол, этилбен-
зол, о-ксилол, толуол и пирен. В то же время ис-
ходные и мутантные бактерии вне зависимости от
температурного фактора одинаково были способ-
ны к росту на среде, содержащей в качестве ис-
точника углерода октан, фенол, бифенил и флю-
орен (вторая группа). Достоверная разница между
исходными и мутантными бактериями в способ-
ности формировать изолированные колонии при
разных температурных режимах наблюдалась при
добавлении в среду ацетона, гексадекана, нафта-
лина, 2-метилнафталина, фенантрена, керосина и
дизельного топлива (табл. 1). Полученные данные
свидетельствовали о разном влиянии температуры
на способность бактерий утилизировать углево-
дороды нефти. Определенный интерес представ-
ляла третья группа соединений, включающая
ацетон, гексадекан, нафталин, 2-метилнафталин,
фенантрен, керосин и дизельное топливо. Их
утилизация мутантными бактериями достоверно
отличалась от утилизации бактериями дикого ти-
па и зависела от температуры культивирования.
Отличия в росте мутантных бактерий при повы-
шенной температуре могло свидетельствовать о
влиянии белков теплового шока на процессы де-
градации этих соединений. В пользу этого пред-
положения можно привести экспериментальные
данные об участии белков теплового шока в кле-

точном метаболизме грамположительных и грам-
отрицательных бактерий. В частности, было по-
казано, что у бактерий Clostridium acetobutylicum,
продуцирующих во внешнюю среду бутанол, аце-
тон и этанол, при наличии в клетках дополни-
тельных копий генов cpn60.1 и cpn10 на 45% воз-
растала выживаемость в среде, содержащей ле-
тальную концентрацию н-бутанола, и на 29%
увеличилась его продукция (Tomas et al., 2003).
Повышенная экспрессия гена cpn60.2 в клетках
бактерий R. erythropolis PR4 увеличивала их вы-
живаемость и эмульгирующую активность по от-
ношению к н-додекану (С12) и пристану (С19)
(Takihara et al., 2014). Растворимость и, как след-
ствие, функциональная активность железосодер-
жащих алкан-монооксигеназ микобактерий
(M. smegmatis, M. goodii, M. chubuense), определяю-
щих деградацию алканов с короткой цепью (С2–С4),
обеспечивалась в клетках гетерологичных хозяев
только в присутствии белков теплового шока (Fu-
ruya et al., 2013; McCarl et al., 2018). При использо-
вании бактерий E. coli в качестве продуцентов це-
лого ряда чужеродных белков показано, что синтез
и функциональная активность синтезируемых по-
липептидов бактериального, грибного и животно-
го происхождения возрастала в присутствии до-
полнительных копий генов cpn (Kolaj et al., 2009).
Существует мнение, что присутствие дополни-
тельных копий генов, кодирующих белки тепло-
вого шока, позволит усовершенствовать генно-
инженерные подходы для получения практиче-
ски важных полипептидов в гететерологичных
системах экспрессии (Kolaj et al., 2009).

В ходе выполнения настоящей работы мето-
дом газовой хроматографии определена эффек-
тивность утилизации гексадекана бактериями ди-
кого типа и мутантами с нарушенными детерми-
нантами cnp60.1–cpn10 (обозначены Gro–) и hrcA
(обозначены Hrc–). Дополнительное использова-
ние штамма с инактивированным геном hrcA, де-
терминирующим негативный регулятор тран-
скрипции cpn-генов (Grandvalet et al., 1998; Stew-
art et al., 2002; Barreiro et al., 2004), обосновано
возможностью влияния данного белка-репрессо-
ра на синтез Cpn-белков и, следовательно, на эф-
фективность деградации гексадекана.

Предварительно было установлено, что в мини-
мальной среде К, содержащей в качестве источни-
ка углерода сукцинат, и в полноценной питатель-
ной среде все исследуемые бактерии (дикого типа
и мутанты с нарушенными генами cpn60.1–cpn10 и
hrcA) вне зависимости от температуры культиви-
рования (28 и 42°С) характеризовались одинако-
вой удельной скоростью роста, составляющей
0.17, 0.11, 0.04, 0.013 ч–1 через 4, 7, 24 и 72 ч соответ-
ственно. Полученные данные свидетельствовали
об отсутствии влияния структурных и регулятор-
ных белков теплового шока на жизнеспособность
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клеток бактерий R. pyridinivorans 5Ap. В то же вре-
мя анализируемые штаммы отличались между со-
бой эффективностью утилизации гексадекана
(табл. 2). Штамм дикого типа, временно подвер-
гавшийся температурному воздействию (42°С), и
мутант Hrc– незначительно, но более эффектив-
но утилизировали гексадекан при 28°С. Такой
эффект мог обеспечиваться временным (у штам-
ма дикого типа), либо постоянным (у мутантных
вариантов Hrc–) увеличением экспрессии генов
cpn при данном температурном режиме. Подоб-
ный эффект наблюдали при анализе мутантов по
гену hrcA у бактерий S. albus (Grandvalet et al.,
1998). При этом удельная скорость роста при тем-
пературе 28°С была одинаковой для всех исследо-
ванных вариантов.

Мутант с нарушенными генами cpn60.1–cpn10
хуже утилизировал гексадекан при 42°С и, как
следствие, характеризовался более низкой удель-

ной скоростью роста. Следует подчеркнуть, что
снижение удельной скорости роста связано с ис-
точником углерода, а не температурным факто-
ром, поскольку исходный штамм и мутантный
вариант одинаково росли при 42°С в полноцен-
ной и минимальной среде с сукцинатом и не раз-
личались удельной скоростью роста при росте в
среде с гексадеканом при 28°С. При 42°С в отсут-
ствие Hrc-репрессора (необходимо подчеркнуть,
что при действии стрессовых факторов и в при-
сутствии Hrc-репрессора экспрессия cpn-генов не
подавляется) присутствие в клетке повышенного
количества Cpn-белков не обеспечивало увеличе-
ние эффективности деградации гексадекана. Сле-
довательно, для утилизации этого соединения тре-
буются дополнительные белки, синтез которых
нарушен при встраивании плазмиды pK18mob в
ген hrc (ген hrc расположен в хромосоме клеток
бактерии R. pyridinivorans 5Ap перед геном dnaJ,
кодирующим шаперон). Для бактерии Streptomyces
albus показано, что гены hrc и dnaJ входят в один
оперон (Grandvalet et al., 1998), что не исключает
влияние белка DnaJ на процессы клеточного мета-
болизма. Кроме того, в результате транскрипци-
онного анализа установлено, что у бактерии Listeria
monocytogenes белок Hrc опосредованно позитивно
регулирует 35 генов, среди которых, безусловно,
наибольший интерес представляют детерминанты,
определяющие синтез белков, необходимых для
выживания клетки в условиях стресса (Chaturon-
gakul et al., 2011).

Таким образом, биодеградация органических
соединений в стрессовых условиях среды являет-
ся сложным процессом и зависит не только от
функциональной активности ферментов, опреде-
ляющих этапы их окисления, но и от функцио-
нальной активности других генетических систем.
В частности, в результате проведенного исследо-
вания было установлено, что белки Сpn60.1 и
Сpn10 и их негативный регулятор Hrc играли роль
в процессах биодеградации гексадекана бактери-
ями R. pyridinivorans 5Ар. При этом мутации генов
cpn60.1–cpn10 и hrc не влияли на жизнеспособ-
ность исследованных бактерий, поскольку му-
танты не отличались от штамма дикого типа ско-
ростью роста в полноценной и минимальной сре-
де с сукцинатом при температурах 28 и 42°С и в
среде с гексадеканом при 28°С. В то же время при
42°С относительно штамма дикого типа мутант-
ные варианты в 1.7 и 2.7 раза соответственно, ху-
же деградировали гексадекан и, как следствие,
росли медленнее. При температуре культивиро-
вания 28°С штамм дикого типа, подвергнутый
кратковременному температурному стрессу, и
мутант с нарушенным геном hrc лучше дегради-
ровали гексадекан (табл. 2). Уменьшение эффек-
тивности утилизации гексадекана при 42°С в от-
сутствие регуляторного белка Hrc могло свиде-
тельствовать о его влиянии на экспрессию не

Таблица 1. Рост исходных и мутантных бактерий
R. pyridinivorans 5Ap на агаризованной минимальной
минеральной среде с разными источниками углерода

Примечание. “+” – Рост по всему штриху с образованием
изолированных колоний; “+/–” – рост по первому штриху
без образования изолированных колоний; “–” – отсутствие
роста.

Источник
углерода

Температура

28°С 42°С

Gro+ Gro– Gro+ Gro–

Гексан + + +/– +/–
Гептаметилнонан + + – –
Бензол + + – –
Этилбензол + + – –
о-Ксилол + + – –
Толуол + + – –
Пирен + + – –
Октан + + + +
Фенол + + + +
Бифенил + + + +
Флюорен + + + +
Ацетон + + + +/–
Гексадекан + + + +/–
Нафталин + + + +/–
2-Метилнафталин + +/– + +/–
Фенантрен + + + +/–
Керосин + + + +/–
Дизель + + + +/–
Сукцинат натрия + + + +
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только генов cpn, но и других детерминант, значи-
мых для протекания процессов деградации. Осо-
бый интерес представлял белок Сpn60.2, по-
скольку для бактерий R. pyridinivorans 5Ар, как и
для других представителей актиномицетов, он яв-
лялся жизненно необходимым. Выявление меха-
низма действия данного белка, а также белков
Сpn60.1, Сpn10 и HrcA в деградации гексадекана и
других углеводородов требует проведения допол-
нительных исследований. Понимание функцио-
нальной роли отдельных механизмов адаптации
позволит моделировать процессы биодеградации
ксенобиотиков в стрессовых условиях среды (на-
пример, на территориях с жарким, холодным или
резко континентальным климатом), откроет воз-
можности направленной активации ферментов,
определяющих утилизацию органических соеди-
нений, а также обеспечит направленное исполь-
зование шаперонов для оптимизации синтеза
биологически активных соединений в клетках ге-
терологичных хозяев.

Работа выполнялась при финансовой под-
держке Белорусского республиканского фонда
фундаментальных исследований (грант № Б18-
070).
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Effect of the Structural and Regulatory Heat Shock Proteins on Hydrocarbon 
Degradation by Rhodococcus pyridinivorans 5Ap
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Abstract—The role of heat shock proteins in ability of Rhodococcus pyridinivorans 5Ap to degrade hydrocar-
bons at different temperatures was studied. The presence of the Сpn60.1–Сpn10 chaperons and of the Hrc
regulatory protein was found to be required for hexadecane degradation at 42°C. When genetic determinants
responsible for synthesis of these proteins were inactivated, the efficiency of hexadecane degradation de-
creased 1.7 and 2.7 times, respectively. Mutations in the cpn and hrcA genes did not affect the viability of
R. pyridinivorans 5Ар: the original strain and the mutants exhibited the same growth rates at all temperatures
in the minimal medium with succinate and in full-strength medium. In the absence of the Сpn60.1–Сpn10
heat shock proteins, the growth rate at 42°C decreased in the case of minimal agar media with kerosene, diesel
fuel, acetone, naphthalene, 2-methylnaphthalene, or phenanthrene.

Keywords: bacterial degraders, Rhodococcus, the cpn and hrc genes, Hrc repressor, hexadecane
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