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Из активного ила городских очистных сооружений был выделен бактериальный штамм CT3, обла-
дающий уникальной способностью разлагать антропогенные токсичные соединения ε-капролак-
там, толуол и мета-ксилол в качестве единственных источников углерода и энергии. На основании
секвенирования и филогенетического анализа гена 16S pРHK изолят был идентифицирован как пред-
ставитель вида Pseudomonas putida. Установлено, что штамм P. putida СТ3 содержит конъюгативную
мегаплазмиду размером около 550 т.п.н., детерминирующую деструкцию ε-капролактама до интерме-
диатов цикла Кребса. Гены, кодирующие окисление толуола и мета-ксилола по TOL-пути, локали-
зованы на хромосоме.
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Микробная деградация играет существенную
роль в процессах детоксикации устойчивых пол-
лютантов, загрязняющих окружающую среду в
результате практической деятельности человека.
Способность к деградации широкого спектра ор-
ганических соединений, в том числе, токсичных
ксенобиотиков, особенно характерна для бакте-
рий рода Pseudomonas. Многие природные штаммы
псевдомонад несут плазмиды биодеградации, кото-
рые, как правило, детерминируют расщепление од-
ного типа соединений. Эти плазмиды контролиру-
ют катаболизм бактериями таких соединений, как,
например, салицилат, нафталин, ε-капролактам,
камфора, октан, толуол, ксилол и т.д. (Shintani
et al., 2010; Smalla et al., 2015).

ε-Капролактам (циклический амид 6-амино-
гексановой кислоты, КАП) – один из наиболее
востребованных на мировом рынке химических
продуктов, который используется в качестве сы-
рья для производства поликапролактама, более
известного как нейлон-6 (Esikova et al., 2012). Ра-
нее нами было показано, что способность бакте-
рий рода Pseudomonas утилизировать капролактам
детерминируется плазмидами (САР плазмида-
ми), которые содержат генетическую информа-
цию, необходимую для полной минерализации
ксенобиотика (Есикова и соавт., 2015). Если всего
несколько десятилетий назад бактериальных де-

структоров КАП выделяли лишь из почв, контак-
тирующих со сточными водами производств КАП
и нейлона-6, то в последние годы, так же как и в
настоящей работе, деструкторов ксенобиотика
находят даже в почвах с неспецифическим загряз-
нением (Панов и соавт., 2013). Возможно, рас-
пространению и селекции признака утилизации
КАП среди почвенных бактерий, удаленных от
стоков химических производств, способствует за-
грязнение окружающей среды продуктами поли-
меризации КАП (каркасы авто- и авиапокрышек,
рыболовные сети, одежда и т.п.), а также конъю-
гационный перенос САР плазмид.

В условиях комплексного загрязнения почв
совмещение у микроорганизмов нескольких ката-
болических оперонов в составе одного мобильного
генетического элемента обеспечивает определен-
ное конкурентное преимущество их обладателям.
Ранее нами были охарактеризованы штаммы
псевдомонад, способные утилизировать капролак-
там и салицилат в качестве единственных источни-
ков углерода и энергии. Было установлено, что спо-
собность к биодеградации обоих соединений у них
контролируется конъюгативными SAL/CAP плаз-
мидами (Панов и соавт., 2013). Таким образом,
впервые был описан новый тип плазмид биодегра-
дации капролактама, в составе которых содержится
второй катаболический оперон, детерминирующий
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утилизацию салицилата – центрального метаболи-
та окисления многих ароматических соединений.
Недавно коллекция лаборатории пополнилась
новыми уникальными штаммами Pseudomonas,
способными утилизировать одновременно ка-
пролактам, толуол и мета-ксилол.

Целью данной работы было изучение генети-
ческого контроля деградации капролактама, то-
луола и мета-ксилола в качестве единственных
источников углерода и энергии у штамма P. putida
CT3, выделенного из городских очистных соору-
жений.

Штамм P. putida CT3 был выделен методом на-
копительной культуры из активного ила очистных
сооружений г. Пущино (Московская область, Рос-
сия). При выделении бактерий использовали ми-
неральную среду М9 (Sambrook et al., 1989) с КАП
(1.0 г/л) в качестве единственного источника угле-
рода и энергии. Далее чистые культуры деструкто-
ров КАП проверяли на способность к росту в среде
М9, содержащей тот или иной субстрат в качестве
единственного источника углерода и энергии.
Использовали следующие соединения: нафта-
лин, салицилат, производные бензола (бензол,
толуол, этилбензол, фенол, мета-, пара-, орто-
ксилол), н-алканы (гексан, октан, нонан, доде-
кан, гексадекан). Бактерии культивировали при
28°С.

Выделение ДНК, амплификацию, секвениро-
вание гена 16S рРНК, филогенетический и ПЦР-
анализ целевых генов осуществляли общеприня-
тыми методами (Sambrook et al., 1989).

В результате изучения спектра утилизируемых
субстратов у выделенных бактерий-деструкторов
для дальнейших исследований был отобран
штамм СТ3, обладающий уникальной способно-
стью утилизировать не только КАП, но также то-
луол и мета-ксилол. Секвенирование гена 16S
pРHK изолята (1407 п.н.) и филогенетический ана-
лиз полученной последовательности выявил его
принадлежность к виду Pseudomonas putida. Уро-
вень сходства гена 16S pРHK с соответствующей
последовательностью типового штамма P. putida
DSM 291 cоставил 100%. Нуклеотидная последо-
вательность фрагмента гена 16S pРНК штамма
P. putida СТ3 длиной 1407 п.н. помещена в Gen-
Bank под номером MH553084.

Как было сказано выше, деградация КАП у
бактерий Pseudomonas контролируется САР плаз-
мидами. Известно о существовании единствен-
ного пути разложения КАП (Negoro, 2002). Что
касается толуола (метилбензол, ТОЛ), то описано
пять возможных путей расщепления ксенобиоти-
ка микроорганизмами (Cao et al., 2009). Наиболее
характерными для флуоресцирующих псевдомо-
над, к которым относятся штаммы P. putida, в том
числе, и выделенный нами штамм СТ3, являются
два пути разложения толуола: TOL-путь, на на-

чальных этапах которого происходит окисление
боковой метильной группы под действием фер-
мента толуолмонооксигеназы, и TOD-путь, у ко-
торого трансформация толуола начинается с ди-
гидроксилирования ароматического кольца толу-
олдиоксигеназой (Хоменков и соавт., 2008; Cao
et al., 2009). По этой причине у исследуемого
штамма был проведен ПЦР-анализ ключевых ге-
нов xylM (TOL-путь) и todC1 (TOD-путь), коди-
рующих синтез толуолмонооксигеназы и толуолди-
оксигеназы соответственно. Для амплификации
данных генов были использованы разработанные
ранее праймеры: для xylM F 5'-ACC AAA GAG
GCG GAA TAA GC-3' и R 5'-TGT TTT ATG GTG
ATC CGA ACC-3' (ожидаемый ПРЦ-продукт раз-
мером 570 пар нуклеотидов); для todC1 F 5'-AAT
CAG ACC GAC ACA TCA CC-3' и R 5'-TCC AGT
TAC AGG GAA TGA CC-3' (ожидаемый ПРЦ-
продукт размером 625 пар нуклеотидов) (Sokolov
et al., 2002). В качестве положительного контроля
использовали штамм P. putida TOL25, осуществ-
ляющий разложение толуола по TOD-пути, и
P. putida TOL8 – по TOL-пути. В результате ам-
плификации целевых генов ПЦР-продукт был
получен только для xylM. Размер полученного ам-
пликона соответствовал ожидаемому и составлял
570 п.н. (рис. 1б). Полученные результаты одно-
значно свидетельствуют о том, что выделенный
нами штамм P. putida CT3 окисляет толуол по
ТОL-пути.

Важно отметить, что разложение толуола по
ТОL-пути у бактерий детерминируется, как пра-
вило, плазмидами биодеградации, так называе-
мыми ТОL плазмидами. Наиболее изученной из
них является плазмида pWWO (117 т.п.н.), обнару-
женная в штамме P. putida mt-2, который утилизи-
рует толуол, мета- и пара-ксилол в качестве
единственных источников углерода и энергии.
Данная плазмида кодирует ферменты полного пу-
ти деградации толуола и ксилолов, в том числе,
ключевые ферменты толуолмонооксигеназу и ка-
техол-2,3-диоксигеназу. В настоящее время пока-
зано широкое распространение pWWO-подобных
и других TOL плазмид среди штаммов псевдомо-
над-деструкторов толуола (Sentchilo et al., 2000).
Таким образом, наличие у штамма СТ3 гена xylM,
кодирующего синтез толуолмонооксигеназы, яв-
ляется косвенным свидетельством плазмидной
локализации генов деградации толуола. Прини-
мая во внимание также тот факт, до сих пор не
было описано ни одного бесплазмидного штамма
Pseudomonas-деструктора КАП, мы предположи-
ли, что выделенная нами бактерия содержит
плазмиду, детерминирующую деградацию как ка-
пролактама, так и толуола и мета-ксилола. В то
же время, нельзя было исключить присутствия у
данной бактерии двух катаболических плазмид,
одна из которых контролирует разложение ка-
пролактама, а другая – толуола и мета-ксилола.
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Для выявления плазмидной ДНК у P. putida СТ3
был применен метод пульс-электрофореза геном-
ной ДНК. Было установлено, что штамм СТ3 содер-
жит мегаплазмиду размером около 550 т.п.н.
(рис. 2). Для того чтобы подтвердить плазмидную
детерминацию признаков деградации КАП и/или
ТОЛ был осуществлен конъюгационный перенос
плазмиды в бесплазмидный реципиентный
штамм P. putida KT2442 (gfp, Kmr, Rifr) методом
Дана и Гонзалеса (Dunn, Gunsalus, 1973). Селек-
цию трансконъюгантов проводили на минераль-
ной среде с капролактамом или толуолом в каче-
стве единственного источника углерода и энер-
гии. В результате проведенных экспериментов
колонии трансконъюгантов были получены толь-
ко на среде с КАП, при этом они не утилизирова-
ли толуол и мета-ксилол. Многократные попыт-
ки получить трансконъюганты на среде с толуо-
лом не увенчались успехом. Дальнейший анализ
САР+ трансконъюгантов показал присутствие в
них плазмидной ДНК, по размеру идентичной
плазмиде, содержащейся в донорном штамме
СТ3 (рис. 2). Следовательно, можно считать дока-

занным тот факт, что способность штамма СТ3
утилизировать КАП в качестве единственного ис-
точника углерода и энергии контролируется
плазмидными генами. Что касается генов, детер-
минирующих разложение толуола и мета-ксило-
ла, то, по всей вероятности, они локализованы на
хромосоме.

Таким образом, в данном исследовании впер-
вые выделен штамм P. putida CT3, обладающий
уникальной способностью к одновременной де-
градации токсичных ксенобиотиков ε-капролак-
тама, толуола и мета-ксилола, гены деградации
капролактама у которого локализованы на конъ-
югативной мегаплазмиде. Уникальность штамма
P. putida CT3 заключается также в том, что гены,
ответственные за окисление толуола и мета-кси-
лола по TOL-пути, которые, по всей видимости,
локализованы у исследуемого штамма на хромо-
соме, до сих пор были описаны только в составе
TOL плазмид. В настоящее время проводится
дальнейшее изучение генетических систем дегра-
дации капролактама и толуола у штамма P. putida
CT3.

Рис. 1. ПЦР-анализ генов, кодирующих толуолдиоксигеназу todC1 (а) и толуолмонооксигеназу xylM (б), у штамма
P. putida CT3. (а): 1 – P. putida СT3; 2 – P. putida TOL25; 3 – ДНК-маркер 1 т.п.н. (“Fermentas”, Литва); (б): 1 – P. putida
СT3; 2 – P. putida TOL8; 3 – ДНК-маркер 1 т.п.н. (“Fermentas”, Литва).

(а)
1 2 3 1 2 3

(б)
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Abstract—A bacterial strain CT3 with a unique ability to degrade anthropogenic toxic compounds ε-capro-
lactam, toluene, and meta-xylene as sole sources of carbon and energy was isolated from the activated sludge
of a municipal wastewater treatment plant. Based on sequencing and phylogenetic analysis of its 16S rRNA
gene, the isolate was identified as a Pseudomonas putida strain. P. putida strain СТ3 was found to possess a
conjugative megaplasmid (~550 kb) responsible for ε-caprolactam degradation to the TCA cycle intermedi-
ates. The genes encoding toluene and meta-xylene oxidation via the TOL pathway are localized on the chro-
mosome.
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