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Бактерии Bacillus subtilis имеют большое значение в ветеринарии, медицине и биотехнологии, а по-
стоянно растущая потребность в продуктах биотехнологии заставляет совершенствовать свойства
биотехнологических штаммов. Штаммы B. subtilis с улучшенными характеристиками могут быть по-
лучены с помощью рационального дизайна, технологий направленной эволюции, а также найдены
среди новых штаммов. В ходе многолетних исследований состава микробиома российского сегмен-
та международной космической станции выделен штамм B. subtilis 20, обладающий способностью к
быстрому росту, накоплению большой биомассы и повышенной устойчивостью к закислению сре-
ды по сравнению с “земным” штаммом B. subtilis 168. Более того, B. subtilis 20 сверхустойчив к дей-
ствию факторов, повреждающих белки и ДНК, что ассоциировано со сверхэкспрессией генов, от-
вечающих за репарацию ДНК, продукцию сероводорода и нейтрализацию активных форм кислорода.
Выявленные характеристики B. subtilis 20 указывают на его значительный потенциал как перспек-
тивного штамма-продуцента биологически активных соединений.
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ВВЕДЕНИЕ
Грамположительная бактерия Bacillus subtilis

считается практически безопасной для человека.
B. subtilis обладает мощной системой внеклеточ-
ной секреции белков и не выделяет каких-либо
токсичных побочных продуктов метаболизма.
Благодаря этим особенностям штаммы B. subtilis
используются в ветеринарии, медицине и различ-
ных отраслях промышленности как пробиотики,
сверхпродуценты иммуноактивных факторов,
ферментов, аминокислот и витаминов [1, 2]. Учи-
тывая большую значимость B. subtilis в биотехно-
логии, значительные усилия направлены как на
изучение, так и на разработку способов контроля
и изменений метаболизма, экспрессии генов и
активности белков этой бактерии [2‒4].

Другим потенциальным источником биотех-
нологически значимых штаммов B. subtilis могут
быть штаммы, обитающие в экстремальных усло-
виях [5, 6]. Примером такой среды могут служить
космические летательные аппараты. На орбите
международной космической станции (МКС)
ослаблено действие факторов, защищающих зем-
ные организмы от космического и солнечного из-

лучения, что приводит к повышению уровня фак-
торов, повреждающих наследственный материал
всех обитателей станции [7]. Кроме того, наблю-
дается недостаток питательных веществ [8], а по-
верхности периодически подвергаются обработке
антимикробными и спороцидными реагентами
[9]. Однако микробы заселяют космические стан-
ции несмотря на действие этих факторов, а также
на меры предосторожности и повышенные тре-
бования к санитарной чистоте [10, 11]. Видовой
состав микробиома станции изучают в рамках ме-
роприятий по оценке санитарно-гигиенических
условий внутренних объемов МКС [11‒14]. Во
время 20-й экспедиции на МКС в ее российском
сегменте был выделен штамм B. subtilis 20 [15],
биотехнологический потенциал которого, учиты-
вая экстремальность условий его обитания, пред-
ставляет существенный интерес.

В настоящей работе изучены физиологические и
молекулярно-биологические свойства B. subtilis 20,
позволяющие рассматривать его как платформу для
получения биотехнологически ценных штаммов.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы. B. subtilis 168 получен из Всероссий-
ской коллекции промышленных микроорганиз-
мов (В-1727). B. subtilis 20 выделен из внутренних
объемов МКС в ходе 20-й экспедиции. Штаммы
растили на жидкой или агаризованной среде LB
при 37°С. В жидкой среде бактерии культивиро-
вали при встряхивании (200 об/мин).

MALDI-TOF-анализ бактериальных штаммов.
Биологические образцы анализировали в соответ-
ствии с протоколами, разработанными компанией
“Brucker” (Германия) (https://www.bruker.com/
products/mass-spectrometry-and-separations/literature/
literature-room-mass-spec/instruction-for-use.html) с
небольшими изменениями. Клетки, достигшие
логарифмической фазы роста, собирали центри-
фугированием, промывали водой и инактивиро-
вали ресуспендированием в 75%-ном этаноле.
Клетки осаждали, подсушивали и лизировали,
последовательно ресуспендируя их в 70%-ной
муравьиной кислоте и ацетонитриле. Лизаты
клеток осветляли центрифугированием. Супер-
натант смешивали с матрицей (α-циано-4-гид-
роксикоричная кислота (6 мг/мл) в растворе
ацетонитрил/вода/трифторуксусная кислота
(50 : 47.5 : 2.5 v/v/v)), подсушивали и кристалли-
зовали на подложке из нержавеющей стали. Под-
готовленные образцы анализировали на Microflex
LT MALDI-TOF-масс-спектрометре (“Bruker
Daltonik GmbH”, Германия). Сырые спектры сни-
мали в линейном положительном режиме при ча-
стоте лазера 20 Гц в диапазоне масс от 2 до 20 кДа.
Сглаживание, нормализацию, вычет базовой ли-
нии и выбор пиков выполняли автоматически с
помощью программного обеспечения, поставля-
емого с прибором. В результате получили список
наиболее значимых спектральных пиков (описы-
ваемых отношением m/z и интенсивностью). Об-
работанные спектры образцов сравнивали с рефе-
ренсной базой характеристических спектральных
профилей, поставляемой в составе программного
обеспечения MALDI Biotyper 3.0. Результаты по-
иска характеристического профиля выражали как
логарифм значений. Значения ниже 1.69 соответ-
ствовали ненадежному определению рода, 1.70–
1.99 ‒ надежному определению рода и, возможно,
вида, значения 2.00–2.29 указывали на надежное
определение рода и с высокой вероятностью вида.

Выделение геномной ДНК. Клетки, выращен-
ные до стационарной фазы в 5 мл среды LB, оса-
ждали центрифугированием при 3000 g в течение
5 мин при комнатной температуре. Осадок клеток
промывали в Tрис-HCl-буфере (pH 8.0) и ресус-
пендировали в 300 мкл лизирующего буфера (2%
Tритон X-100, 1% SDS, 100 мM NaCI, 10 мM
Tрис-HCI pH 8.0). Добавляли равный объем сме-
си фенол : хлороформ : изоамиловый спирт (25 :
: 24 : 1) pH 8.0 и ~100 мкл стеклянных шариков
(средний диаметр ~0.5 мм, “Sigma”, США). Клет-

ки разрушали, встряхивая смесь 3 раза по 30 с с
паузами по 30 с на приборе Precellys 2400 (“Bertin
Technologies”, Франция) при 6800 об/мин. Фазы
разделяли центрифугированием на максималь-
ной скорости в течение 5 мин при комнатной
температуре, нуклеиновые кислоты осаждали из
водной фазы, добавляя 1/10 объема 3 М ацетата
натрия и 3 объема 96%-ного этилового спирта,
при –20°С в течение 1 ч. Нуклеиновые кислоты
осаждали центрифугированием при 20000 g в те-
чение 10 мин при 4°С на центрифуге 5804R (“Ep-
pendorf”, Германия). Осадок ресуспендировали в
буфере TE (10 мM Tрис-HCl pH 8.0, 1 мM EDTA )
и обрабатывали РНКазой А (“Thermo Scientific”,
США) в соответствии с рекомендациями произ-
водителя. ДНК осаждали на максимальной ско-
рости при 4°С и ресуспендировали в 10 мM буфе-
ре Tрис-HCl (pH 8.0).

Секвенирование рибосомной ДНК. ДНК выде-
ляли из клеток, выращенных до стационарной
фазы, как описано выше, и использовали в каче-
стве матрицы для амплификации внутреннего
транскрибируемого спейсера 16S‒23S. В реакции
использовали праймеры L516SF и L523SR (табл. 1)
и условия, описанные в [16]. ПЦР-продукт очи-
щали с использованием набора PCR Clean Up
(“Thermo Scientific”). Реакцию секвенирования
ПЦР-фрагментов проводили с праймером L516SF
и набором реагентов ABI PRISM® BigDye™ Ter-
minator v. 3.1 с последующим анализом продуктов
реакции на автоматическом анализаторе ДНК
Applied Biosystems 3730.

Определение оптической плотности культур
бактерий и кинетики роста в среде LB с различными
значениями pH. Оптическую плотность культур
определяли на приборе NanoDrop1000 (“Thermo
Scientific”). Среды со щелочными значениями pH
готовили из среды LB, добавляя 1 М NaOH; среды
с кислыми значениями pH готовили, добавляя в
среду LB 1 M HCl. Кинетику роста бактериальных
культур определяли с использованием прибора
Bioscreen C (“Oy Growth Curves Ab Ltd”, Финлян-
дия). Начальная плотность культур бактерий со-
ставляла OD600 = 0.01. В приборе Bioscreen C куль-
туры растили в 96-луночном планшете в 150 мкл
среды LB в течение 16 ч при встряхивании при
200 об/мин. Оптическую плотность культуры в
каждой лунке измеряли каждый час.

Тест на устойчивость клеток к стрессу. Культу-
ры клеток, достигшие стационарной фазы роста,
разводили до OD600 = 1, готовили серии десятикрат-
ных разведений в питательной среде LB. По 4 мкл
каждого из разведений наносили на поверхность
твердой питательной среды, давали высохнуть и
инкубировали в течение ночи при 37°C. В опыте в
агар добавляли стрессовый агент, в контроле
стрессовых агентов не добавляли. И в контроле, и
в опыте подсчитывали количество колоний в са-
мых высоких разведениях. Выживаемость штам-
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ма рассчитывали как соотношение количества
колоний в опыте и контроле.

Тест на устойчивость к антибиотикам. На филь-
тровальную бумагу диаметром 4 мм наносили 5 мкл
раствора антибиотика в концентрации 10 мг/мл. На
чашку Петри высевали газон клеток штамма, на
поверхность которого помещали смоченный ан-
тибиотиком диск фильтровальной бумаги и инку-
бировали при 37°C в течение 16 ч.

Определение продукции сероводорода. Штаммы
выращивали на полноценной среде LB в течение
16 ч в пробирках, под крышками которых при-
крепляли полоску фильтровальной бумаги, смо-
ченной 2%-ным раствором ацетата свинца. Уро-
вень продукции H2S штаммами оценивали по ин-
тенсивности почернения фильтровальной бумаги
в результате образования PbS.

Выделение суммарной РНК. Клетки, выращен-
ные до средней логарифмической фазы (OD600 =
= 0.5), осаждали центрифугированием при 3000 g
в течение 5 мин при комнатной температуре и ре-
суспендировали в 10 мМ Tрис-HCl-буфере pH 8.0,
содержащем 100 мМ NaCl и 1 мМ EDTA. Клетки
лизировали в 50 мМ Tрис-HCl-буфере pH 8.0, со-
держащем 8% сахарозы, 0.5% Тритона X-100, 10 мМ
EDTA, 4 мг/мл лизоцима, в течение 5 мин на льду.
Лизат смешивали с равным объемом кислого фе-
нола (pH 4.5) и инкубировали при 65°С в течение
15 мин. Фазы разделяли центрифугированием в
течение 5 мин на максимальной скорости при
комнатной температуре. Водную фазу смешивали
с равным объемом смеси фенол : хлороформ :

: изоамиловый спирт (25 : 24 : 1) pH 4.5. Фазы раз-
деляли центрифугированием в течение 5 мин на
максимальной скорости при комнатной темпера-
туре. РНК из водной фазы осаждали, добавляя
1/10 объема 3 М ацетата натрия и три объема 96%-
ного этилового спирта при –20°С в течение
20 мин. РНК осаждали центрифугированием при
20000 g в течение 10 мин при 4°С на центрифуге
5804R (“Eppendorf”). Осадок промывали 70%-
ным спиртом, подсушивали и ресуспендировали
в деионизированной воде. Примеси геномной
ДНК из препарата РНК удаляли обработкой
ДНКазой I (“Thermo Scientific”) по протоколу,
рекомендованному производителем. РНК оса-
ждали на максимальной скорости при 4°С и ре-
суспендировали в mQ, обработанной DEPC.

Определение уровня экспрессии генов. кДНК
синтезировали с использованием обратной тран-
скриптазы RevertAid H-minus (“Thermo Scientific”)
по протоколу, рекомендованному производите-
лем, с использованием рассеянной затравки. От-
носительное количество мРНК исследуемых ге-
нов определяли методом ПЦР в реальном време-
ни с флуоресцентным красителем Eva Green
(“Синтол”, Россия) на приборе LightCycler-480-II
(“Roshe Life Science”, США) в соответствии с ре-
комендациями производителя. Референсным
геном служил rpsJ, ранее использованный при
сравнении уровня экспрессии генов в различ-
ных штаммах Bacillus [17]. Чтобы исключить
влияние случайных мутаций, возможную вариа-
цию в копийности исследуемых генов и повре-

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Олигонуклеотид, 
название

Нуклеотидная
последовательность 5' → 3' Назначение Источник

L516SF TCGCTAGTAATCGCGGATCAGC Идентификация штаммов Bacillus [16]
L523SR GCATATCGGTGTTAGTCCCGTCC
rpsJ-ex-RT-F GAAACGGCAAAACGTTCTGG Референсный ген в ОТ-ПЦР Данная работа
rpsJ-ex-RT-R GTGTTGGGTTCACAATGTCG
ykoV-ex-RT-F GATCGGTATCGCCAATATG Определение относительного уровня 

мРНК гена ykoV
»

ykoV-ex-RT-R CTGACCTCATCGGGATAAT
ligD-ex-RT-F CTAACAACGGGTTTCTGAC Определение относительного уровня 

мРНК гена ligD
»

ligD-ex-RT-R GTTCCATAATCTCGCGTATAG
sigG-ex-RT-F AGCCGACTGCAGAAGACATCGC Определение относительного уровня 

мРНК гена sigG
»

sigG-ex-RT-R ATCGGGTCTCCGCCGTCGTTA
spoVT-ex-RT-F ACGCGCTTTACGACAGCCTCG Определение относительного уровня 

мРНК гена spoVT
»

spoVT-ex-RT-R ACGGAGCTGCGCTGATCCATTG
katA-ex-RT-F CAACCGCGCACGCAACAAAGT Определение относительного уровня 

мРНК гена katA
»

katA-ex-RT-R CCGCCGAAGCTGTTAGGCTCG
sodA-ex-RT-F CTGGCGCGCTTGCTGAAGAGA Определение относительного уровня 

мРНК гена sodA
»

sodA-ex-RT-R ATGCCCAGCCAGAACCGAAGC
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ждение ДНК в ходе стресса, относительный сиг-
нал, полученный при анализе кДНК, нормиро-
вали на относительный сигнал, полученный при

амплификации соответствующих фрагментов с
геномной ДНК. Таким образом, итоговый отно-
сительный сигнал рассчитывали по формуле:

где:
C(t)реф(кДНК, норм) ‒ средний пороговый

цикл сигнала референсного гена с образцов
кДНК, полученных из клеток, выращенных при
нормальных условиях;

C(t)реф(кДНК, стресс) ‒ средний пороговый
цикл сигнала референсного гена с образцов
кДНК, полученных из клеток, выращенных при
стрессовых условиях;

C(t)опыт(кДНК, норм) ‒ средний пороговый
цикл сигнала опытного гена с образцов кДНК,
полученных из клеток, выращенных при нор-
мальных условиях;

C(t)опыт(кДНК, стресс) ‒ средний пороговый
цикл сигнала опытного гена с образцов кДНК,
полученных из клеток, выращенных при стрессо-
вых условиях;

C(t)реф(ДНК, норм) ‒ средний пороговый
цикл сигнала референсного гена с образцов ге-
номной ДНК, полученных из клеток, выращен-
ных при нормальных условиях;

C(t)реф(ДНК, стресс) ‒ средний пороговый
цикл сигнала референсного гена с образцов ге-
номной ДНК, полученных из клеток, выращен-
ных при стрессовых условиях;

C(t)опыт(ДНК, норм) ‒ средний пороговый
цикл сигнала опытного гена с образцов геномной
ДНК, полученных из клеток, выращенных при
нормальных условиях;

C(t)оп(ДНК, стресс) ‒ средний пороговый
цикл сигнала опытного гена с образцов геномной
ДНК, полученных из клеток, выращенных при
стрессовых условиях.

Первичную обработку данных проводили с по-
мощью программного обеспечения, поставляе-
мого с прибором. Дальнейшую обработку прово-
дили с помощью Microsoft Excel. Олигонуклеоти-
ды, последовательности которых представлены в
табл. 1, подбирали с помощью сервера mFold [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Повторная идентификация B. subtilis 20

Первичная идентификация штамма B. subtilis
20 проведена с помощью системы автоматизиро-
ванной идентификации микробных штаммов

Vitek-60 (“Bio Merieux”, Франция) [15]. Повтор-
ная идентификация штамма проведена в настоя-
щей работе путем секвенирования участка внут-
реннего транскрибируемого спейсера рДНК и
MALDI-TOF-анализа. Согласно результатам се-
квенирования рДНК штамма на 99% идентична
соответствующему участку штамма B. subtilis ssp.
subtilis 168 (рис. 1). По данным MALDI-TOF ис-
следуемый штамм также ближе всего к штамму
B. subtilis ssp. subtilis (табл. 2).

Штамм B. subtilis 20 характеризуется более 
высокой плотностью культуры по сравнению

с B. subtilis 168

В ходе выращивания серии разведений бактери-
альных культур штамм B. subtilis 20 формирует коло-
нии гораздо большего размера, нежели B. subtilis
168, которые к тому же сливаются с соседними ко-
лониями, образуя сплошной газон (рис. 2а). Подоб-
ное поведение бактерий может быть связано с по-
вышенной подвижностью и/или скоростью деле-
ния клеток. Далее оценивали скорость роста
бактериальных культур. Согласно результатам
измерения кинетики роста бактериальных куль-
тур (рис. 2б) B. subtilis 20 значительно опережает
B. subtilis 168 по скорости накопления биомассы.
Повышенная плотность культуры B. subtilis 20 на-
блюдается и после 16, и особенно после 36 ч инку-
бации (рис. 2в). Полученные данные свидетель-
ствуют о том, что штамм B. subtilis 20 накапливает
бóльшую клеточную массу, чем B. subtilis 168.

B. subtilis 20 быстро адаптируется к росту
в средах с кислыми значениями pH

В ходе определения кинетики роста исследуемо-
го штамма в среде LB с различными значениями pH
обнаружено, что плотность культуры B. subtilis 20
начинает увеличиваться после 7 ч, а B. subtilis 168 ‒
после 9 ч инкубации в среде с pH 4.0 (рис. 2г).
Следует также отметить, что плотность культуры
B. subtilis 168 начинает значительно снижаться че-
рез 6‒10 ч культивирования. Возможно, это свя-
зано с лизисом клеток и их переходу к стадии спо-
руляции. При этом плотность культур B. subtilis 20
снижается не так резко. Полученные данные ука-
зывают на более быструю адаптацию штамма

= ( ) ( ) ,R R RкДНК ДНКt
( ) + −= ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )), , , , ( – ,R C t реф кДНК норм C t реф кДНК стресс C t опыт кДНК стресс C t опыт кДНК нормкДНК 2

( ) + −= ,( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ))– , , ,(  ,R C t реф ДНК норм C t реф ДНК стресс C t оп ДНК стресс C t опыт ДНК нормДНК 2
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B. subtilis 20 к росту в закисленной среде и более
длительное сохранение жизнеспособности в ста-
ционарной фазе.

B. subtilis 20 более устойчив к действию ДНК-
повреждающих соединений, чем B. subtilis 168
Поскольку штамм B. subtilis 20 обнаружен в среде

с повышенным радиационным фоном, можно
предположить, что он обладает повышенной устой-
чивостью к действию ДНК-повреждающих факто-
ров. Действительно, согласно полученным данным
(рис. 3а, б), B. subtilis 20 сверхустойчив к действию
ДНК-окисляющего соединения 4-нитрохинолин-
1-оксида, ДНК-метилирующего соединения ме-
тилметансульфоната, антибиотика зеоцина, вызы-
вающего двухцепочечные разрывы ДНК, и ультра-
фиолетового излучения.

Сверхэкспрессия оперона ku-ligD у B. subtilis 20
Повышенная устойчивость к ДНК-поврежда-

ющим факторам может быть связана с повышен-

ной активностью систем репарации ДНК. По-
скольку двухцепочечные разрывы относятся к
самым опасным повреждениям, мы обратили
внимание на одну из систем репарации двухце-
почечных разрывов ДНК по механизму соедине-
ния негомологичных концов (NHEJ). Чтобы
оценить активность системы NHEJ, определяли
уровни экспрессии генов ykoV и ligD, кодирую-
щих компоненты этой системы, в культуре, нахо-
дящейся в стационарной фазе роста. Согласно
полученным данным, уровни экспрессии обоих
генов у B. subtilis 20 более чем в 10 раз выше, чем у
B. subtilis 168 (рис. 3в). Эти данные согласуются
также с резким увеличением экспрессии генов
sigG и spoVT, регуляторов NHEJ-оперона (рис. 3в).

B. subtilis 20 обнаруживает устойчивость
к ампициллину

Поскольку штамм B. subtilis 20 сверхустойчив к
действию антибиотика зеоцина, представляло
интерес оценить его устойчивость к другим груп-
пам антибиотиков. Согласно полученным дан-

Рис. 1. Выравнивание участков рДНК штаммов B. subtilis. Глобальное выравнивание аминокислотных последователь-
ностей белков выполнено при помощи программы EMBOSS-Stretcher (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_stretcher/)
[19]) с параметрами по умолчанию. Точками указаны несовпадающие нуклеотиды.

20 1 59B. subtilis

168 1 60B. subtilis

20 60 119B. subtilis

168 61 120B. subtilis

20 120 179B. subtilis

168 121 180B. subtilis

20 180 239B. subtilis

168 181 240B. subtilis

20 240 299B. subtilis

168 241 300B. subtilis

20 300 359B. subtilis

168 301 360B. subtilis

20 360 413B. subtilis

168 361 414B. subtilis

Таблица 2. Результат идентификации B. subtilis 20 методом MALDI-TOF

* Приведено значение интегральной количественной оценки надежности идентификации штамма (см. раздел “Эксперимен-
тальная часть”).

Штамм Надежность идентификации* Идентификатор NCBI

Bacillus subtilis ssp. subtilis DSM 5660 (10T) 2.211 ± 0.047 135461

Bacillus subtilis DSM 5552 DSM (DSM 5611) 2.131 ± 0.045 1423
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Рис. 2. Скорость роста культур B. subtilis на твердой и жидкой питательной среде. а ‒ Колонии штаммов B. subtilis на агари-
зованной среде LB после инкубации при 37°C в течение 16 ч. б ‒ Кинетика роста бактериальных культур при инкубации в
микроцентрифужных пробирках. Разброс данных представлен стандартным отклонением для средних значений в трех не-
зависимых экспериментах. в ‒ Плотность бактериальных культур в стационарной фазе роста. Разброс данных представлен
стандартным отклонением для средних значений в трех независимых экспериментах. г ‒ Кинетика роста бактериальных
культур в среде LB при различных значениях pH в приборе Bioscreen C (“Oy Growth Curves Ab Ltd”).
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совых факторов путем выращивания серии разведений бактериальных культур на чашках Петри. б ‒ Количественный
анализ выживаемости штамма B. subtilis 20. Разброс данных представлен стандартным отклонением для средних зна-
чений в трех независимых экспериментах. в ‒ Относительные уровни экспрессии генов NHEJ-оперона и их регуля-
торов в стационарной фазе роста бактерий. Разброс данных представлен стандартным отклонением для средних зна-
чений в трех независимых экспериментах. 4-NGO ‒ 4-нитрохинолин-1-оксид, MMS ‒ метилметансульфонат.
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ным (рис. 4), B. subtilis 20 практически не чувстви-
телен к ампициллину, в то время как проявляет
чувствительность к другим антибиотикам.

Устойчивость B. subtilis 20 к пероксиду водорода 
коррелирует с повышенной экспрессией гена katA

Поскольку B. subtilis 20 проявляет повышен-
ную устойчивость к действию 4-NQO, который
способен вызывать окислительный стресс [20], то
можно предположить, что штамм может обладать
повышенной устойчивостью и к действию окис-
лительных агентов. Действительно, согласно по-
лученным данным, B. subtilis 20 более устойчив к
действию пероксида водорода и трет-бутилгид-
ропероксиду, одинаково устойчив к параквату и
менее устойчив к гидроксиламину (рис. 5а). Ин-
тересно, что повышенная устойчивость к перок-
сиду водорода коррелирует с повышенной экс-
прессией гена вегетативной каталазы А, необхо-
димой для устойчивости бактерий к пероксиду
водорода [21] (рис. 5б) в то время как экспрессия
супероксиддисмутазы А, одного из белков, отве-
чающих за устойчивость к параквату [22], одина-
кова в обоих штаммах.

B. subtilis 20 продуцирует больше сероводорода,
чем B. subtilis 168

Помимо ферментов, нейтрализующих актив-
ные формы кислорода, еще одним компонентом
защиты от активных форм кислорода является се-
роводород [23]. Согласно полученным нами дан-

ным, B. subtilis 20 продуцирует больше сероводо-
рода, нежели B. subtilis 168 (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Повышенный в условиях МКС уровень ионизи-
рующего излучения повреждает наследственный
материал микробных клеток. Для большинства ви-
дов прокариот эти факторы губительны, что, по-

Рис. 4. Устойчивость штаммов B. subtilis к действию
антибиотиков. 168 ‒ штамм B. subtilis 168; 20 ‒ штамм
B. subtilis 20. Представлены характерные совмещен-
ные фотографии зон ингибирования роста штаммов.
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Рис. 5. Устойчивость штаммов B. subtilis к окисли-
тельному стрессу. а ‒ Тест на устойчивость к дей-
ствию окислительных агентов. На диск наносили
5 мкл 40 мМ раствора параквата, 5 мкл 35%-ного вод-
ного раствора пероксида водорода, 5 мкл 70%-ного
водного раствора трет-бутилгидропероксида и 5 мкл
50%-ного водного раствора гидроксиламина. Пред-
ставлены характерные совмещенные фотографии зон
ингибирования роста штаммов. б ‒ Относительные
уровни экспрессии ферментов антиоксидантных си-
стем. Разброс данных представлен стандартным от-
клонением для средних значений в трех независимых
экспериментах. ** ‒ статистически значимое отличие
при p < 0.01.

B. subtilis 168 B. subtilis 20 

katA

Трет-бутилгид- Паракват Гидроксиламин
ропероксид

sodA5

4

3

2

1

0

H2O2

б

а

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
й

ур
ов

ен
ь 

м
РН

К

**

168 20 168 20 168 20 168 20

Рис. 6. Уровень продукции сероводорода штаммами
B. subtilis 20 и B. subtilis 168.

B. s
ub

til
is 

16
8

B. s
ub

til
is 

20
 



144

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 1  2020

КАРПОВ и др.

видимому, служит причиной сниженного биораз-
нообразия микроорганизмов, идентифицируемых
на космических станциях [13]. С другой стороны,
такая радиационная обстановка стимулирует эво-
люцию микроорганизмов, устойчивых к действию
повышенных уровней радиации, что позволяет по-
лучать новые штаммы с полезными свойствами.
Так, получены, например, штаммы Arthrobacter sp.
МИП-89 [24] и МИА-74 [25], способные разлагать
углеводороды нефти.

Ранее было показано, что в условиях космиче-
ского полета скорость роста и плотность популя-
ции как у E. coli, так и у B. subtilis возрастают по срав-
нению с наземным контролем [26, 27]. Следует отме-
тить, что это были кратковременные эксперименты,
по-видимому, исключающие действие генетическо-
го компонента и позволяющие говорить лишь о вре-
менной адаптации микроорганизмов к росту в усло-
виях космического полета. Использованный в на-
шей работе штамм B. subtilis 20 прошел множество
пассажей, поэтому его способность к ускоренному
росту, по-видимому, генетически закреплена. Повы-
шенная способность этого штамма к накоплению
биомассы является важной характеристикой любых
штаммов-сверхпродуцентов. Кроме того, выявлен-
ная нами способность штамма B. subtilis 20 расти при
кислых значениях pH, позволяет выдерживать за-
кисление среды продуктами естественного метабо-
лизма, также является существенным преимуще-
ством этого штамма в качестве штамма-продуцента.

В кратковременных экспериментах на космиче-
ских станциях зафиксирована повышенная устой-
чивость бактерий к антибиотикам [28]. Однако более
длительное пребывание на космической станции
(более 4 мес.) приводило к появлению чувствитель-
ности к некоторым антибиотикам [29]. Штамм
B. subtilis 20 сверхустойчив к действию зеоцина, вы-
зывающего двухцепочечные повреждения ДНК, что
может быть связано с повышенной активностью си-
стем репарации, в частности NHEJ. Это свойство
может быть полезным при дальнейшем применении
штамма в химической промышленности как проду-
цента токсичных соединений, способных повре-
ждать наследственный материал бактерий.

Повышенная устойчивость B. subtilis 20 к окис-
лительным агентам, возможно, связанная со
сверхактивностью ферментативных (каталаза) и
неферментативных (сероводород) антиоксидант-
ных систем, также может быть характеристикой,
полезной для использования этого штамма в про-
изводстве химических соединений, способных
вызывать окислительный стресс.

Таким образом, на основании полученных
данных можно заключить, что благодаря своим
ростовым характеристикам, pH-устойчивости и
устойчивости к ДНК-повреждающим и окисли-
тельным агентам, штамм B. subtilis 20 может слу-
жить платформой для получения ценных биотех-
нологических штаммов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (№ 17-74-30030)
(Таблица 1, рис. 2, 3, 5 и 6), Программы фундамен-
тальных исследований государственных академий
наук на 2019–2021 годы АААА-А19-119010590015-8
(рис. 4), Программы Российской академии наук
№ 01201367566 (рис. 1) и № 01201373016 (таблица 2).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта
интересов.
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BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF THE Bacillus subtilis 20 STRAIN
D. S. Karpov1, *, A. I. Domashin2, M. I. Kotlov1, P. G. Osipova1, S. V. Kiseleva1, T. A. Seregina1,

A. V. Goncharenko3, A. S. Mironov1, V. L. Karpov1, and S. V. Poddubko2

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Institute of Medical and Biological Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123007 Russia

3The Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology”, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
*e-mail: aleom@yandex.ru

The strains of Bacillus subtilis are of great importance in veterinary medicine, medicine and biotechnology.
The growing need for biotechnology products makes us constantly improve the properties of biotechnological
strains. Strains with improved characteristics can be obtained using rational design, technologies of directed evolu-
tion, as well as they can be found among new discovered strains. In the course of long-term studies of the microbi-
ome composition of the Russian segment of the International Space Station, B. subtilis 20 strain was isolated. The
strain has the ability to grow rapidly, accumulate more biomass and is more resistant to acidification of the environ-
ment than the B. subtilis 168 earth strain. Moreover, B. subtilis 20 is super resistant to the action of protein and DNA
damaging factors, which are associated with the overexpression of genes responsible for DNA repair, the production
of hydrogen sulfide and the neutralization of reactive oxygen species. The revealed characteristics of B. subtilis 20 in-
dicate its significant potential as a promising producer strain of biologically active compounds.

Keywords: B. subtilis 20, International space station, DNA damaging factors, NHEJ operon, oxidative stress
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