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Создана генетическая конструкция, представляющая собой модифицированную 
плазмиду pET19b, в которую под контролем Т7-lac-промотора введены гены 
bph-оперона (bphA4, bphA123B) штамма Rhodococcus ruber Р25. Произвольно 
индуцированный синтез белковых молекул приводит к появлению в цитоплазме 
E. coli функциональных ферментов «верхнего» пути деградации бифенила/ПХБ, 
что обеспечивает трансформацию этих поллютантов до химических 
соединений, являющихся индукторами clc-оперона (генов деструкции 
хлоркатехолов). Гены clc-оперона штамма R. opacus 1CP помещены в 
хромосому E. coli. Создано генетическое слияние clcRA::rfp (основа биосенсора) 
для детекции продуктов деградации ПХБ и сходных органических соединений. 

В процессе работы по конструированию биосенсора проведено 
полногеномное секвенирование активного деструктора бифенила/ПХБ 
R. ruber P25. Всего было аннотировано 3 677 генов (69,6%). Проект генома 
депонирован в GenBank под номером NZ_LDUF00000000.1. Выявлен кластер 
генов деструкции бифенила/хлорбифенилов. Организация bph-оперона у 
штамма P25 отличается от таковой у известных бактерий-деструкторов 
бифенила/ПХБ: bphRorf2orf1A4DCA1A2A3B. Транскрипция orf1 и orf2 идет в 
направлении, противоположном bphR и bphA4DCA1A2A3B. 

Ключевые слова: цельноклеточный биосенсор, полихлорированные бифенилы, гены 
деструкции бифенила, генетическая конструкция. 

Антропогенное загрязнение окружаю-
щей среды является одной из наиболее ак-
туальных проблем, стоящих перед совре-
менным обществом. К числу поллютан-

тов, входящих в группу «стойких органи-
ческих загрязнителей» (СОЗ), относятся 
полихлорированные бифенилы (ПХБ) ха-
рактеризующиеся чрезвычайно высокой 
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токсичностью, способностью накапли-
ваться в тканях живых организмов, крайне 
медленно разлагаться (http://chm.pops.int). 
В настоящее время ПХБ обнаружены 
практически везде, даже в Арктических 
регионах, где их никогда не производили 
и не применяли [1]. В России ПХБ произ-
водились в промышленных масштабах 
(1939–1993 гг.), а предприятия-потребите-
ли данных соединений размещались по 
всей территории РФ, в том числе в Ураль-
ском и Поволжском регионах. 

Новейшим инструментом, позволяю-
щим проводить мониторинг содержания 
(биодоступной фракции) бифенила/ПХБ в 
объектах окружающей среды, является 
цельноклеточный биосенсор, который 
представляет собой недорогое и чувстви-
тельное средство экспрессного анализа 
содержания поллютантов в объектах ок-
ружающей среды. Такие биосенсоры ос-
нованы на анализе экспрессии генов, по 
принципу транскрипционного слияния 
интересующего промотора и репортерно-
го гена [2]. 

Биосенсоры для детекции ПХБ разра-
ботаны на основе bph-оперонов грамот-
рицательных бактерий Burkholderia 
xenovorans LB400 или сходных оперонов 
[3–6]. Проводимые участниками проекта 
исследования генетических и фермент-
ных систем штаммов-деструкторов бифе-
нила/ПХБ, выделенных из техногенных 
почв Западного Урала и других регионов 
России, свидетельствуют о перспективно-
сти использования потенциала бактерий 
из лабораторной коллекции для данной 
цели [7–9]. Является актуальным созда-
ние биосенсора для детекции бифени-
ла/ПХБ в почвах и водоемах Западного 
Урала на основе кластеров bph-генов ро-
дококков, выделенных из техногенных 
почв. 

Цель работы – разработка фундамен-
тальных основ микробных технологий 
(биосенсора), направленных на монито-
ринг устойчивых высокотоксичных пол-
лютантов, полихлорбифенилов, в природ-
ных и техногенных экосистемах. 

 

Исследование полиморфизма генов  
деструкции бифенила/ПХБ (bph-генов) 

С целью поиска bph-генов у бакте-
рий-деструкторов ароматических соеди-
нений были подобраны вырожденные 
праймеры (3 пары) на основе анализа из-
вестных нуклеотидных последовательно-
стей генов α-субъединиц бифенил 
2,3-диоксигеназ (БДО) бактерий рода 
Rhodococcus. Праймеры подобраны к 
консервативным участкам гена bphA1 и 
позволяют амплифицировать фрагмент 
гена, соответствующий кластеру Риске 
α-субъединицы БДО. 

Проведена экспериментальная провер-
ка праймеров с использованием ДНК бак-
терий-деструкторов бифенила/ПХБ (24 
штамма-деструктора бифенила родов 
Rhodococcus, Arthrobacter, Pseudomonas). 
С использованием подобранных прайме-
ров у ряда бактерий-деструкторов бифе-
нила/ПХБ (в том числе и у R. ruber P25) 
выявлены bphA1 гены, отличающиеся от 
известных генов, кодирующих α-субъеди-
ницы подсемейства БДО. 

 
Исследование регуляторной области  

clc-оперона бактерий-деструкторов ПХБ 
С целью выявления clc-оперона (коди-

рует ферменты деструкции хлоркатехо-
лов) был проведен ПЦР-скрининг штам-
мов Rhodococcus и Pseudomonas из лабо-
раторной коллекции на наличие генов clcA 
(кодирующих хлоркатехол 1,2-диоксиге-
назу). Гены clcA у исследуемых бактерий 
не были выявлены с использованием пред-
ложенных ранее праймеров [10]. Поэтому 
нами были разработаны вырожденные 
праймеры на основе выравнивания нук-
леотидных последовательностей генов 
clcR (консервативных участков) бактерий-
деструкторов ароматических соединений 
(включая штамм R. opacus 1CP) для ам-
плификации центральной части гена 
(575 п.н.). С ДНК-матрицы 13 штаммов 
R. wratislaviensis получен ПЦР-продукт 
размера ≈ 600 п.н. Однако при секвениро-
вании выявлена гетерогенность ПЦР-про-
дуктов, что может свидетельствовать о по-
лиморфизме исследуемых генов. 
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Секвенирование генома R. ruber P25 
В качестве источника генов деструк-

ции бифенила для конструирования био-
сенсора был выбран штамм R. ruber P25 – 
активный деструктор ПХБ [9]. Полноге-
номное секвенирование штамма было 
проведено на платформе Roche. В резуль-
тате секвенирования было получено 
194 173 последовательности со средней 
длиной 450 нуклеотидов, которые затем 
были собраны в 73 контига. Значение N50 
составило 329 488 п.н. Наибольшая длина 
контига 483 300 п.н. Суммарная длина 
контигов составила 5 728 255 п.н., что  
сопоставимо с размером генома 
R. pyridinivorans SB3094 (NC_023150.1), 
наиболее близкого по гену 16S рРНК к 
R. ruber штамма, для которого известен 
полный геном. 

С целью выявить гены деструкции  
бифенила в полученных контигах прове-
ден анализ генома, по результатам кото-
рого на 7-м контиге (размером 
293 873 п.н.) выявлен кластер генов 
«верхнего пути» деструкции бифени-
ла/ПХБ. Организация bph-оперона  
штамма P25 отличается от таковой у из-
вестных бактерий-деструкторов бифе-
нила/ПХБ: bphRorf2orf1A4DCA1A2A3. 
Транскрипция orf1 и orf2 идет в направ-
лении, противоположном bphRи 
bphA4DCA1A2A3B. Таким образом, ана-
лиз генома штамма R. ruber Р25 позволил 
выявить структуру bph-оперона и зало-
жил основу проведения генно-инженер-
ных работ по созданию плазмиды для 
экспрессии генов bph-оперона в клетках 
E. coli. 

 
Создание генетической конструкции  

для детекции продуктов деградации ПХБ 
Для дальнейшей работы по конструи-

рованию репортерного слияния clc::rfp в 
качестве источника clc-генов выбран 
штамм R. opacus 1CP [11]. На основе из-
вестной последовательности clc-оперона, 

кодирующего ферменты деструкции 
хлоркатехолов, были подобраны прайме-
ры в двух альтернативных вариантах: для 
амплификации промотора clc-оперона и 
части гена clcR, а также для амплифика-
ции промотора, гена clcR и части гена 
clcA [11]. 

Создана генетическая конструкция 
для детекции продуктов деградации ПХБ 
и сходных органических соединений, 
представляющая собой слияние промо-
торной области clc-оперона, амплифици-
рованной на матрице штамма 
R. opacus 1CP, с геном красного флуорес-
центного белка rfp. Слияние введено в со-
став хромосомы штамма E. coli BL21 DE3 
(E. coli B F– dcmompThsdS(rB–mB–) 
galλ(DE3)) в области между генами yjjV и 
yjjW. Эти гены транскрибируются на-
встречу друг другу, что обеспечивает на-
личие stop-кодонов в активных рамках 
считывания по обе стороны clc::rfp слия-
ния и тем самым предотвращает его экс-
прессию, не связанную с активацией 
clc-промотора. 

Поскольку особенности регуляции 
экспрессии clc-промотора исследованы 
недостаточно, генное слияние было соз-
дано в двух альтернативных вариантах: 
clcR::rfp и clcRA::rfp. Помещенное в бак-
териальную хромосому репортерное 
слияние представлено на рис. 1. 

Способность к индукции двух создан-
ных генно-инженерных конструкций 
pGEM-TclcR::rfp, pGEM-TclcRA::rfp в 
клетках E. coli BL21 DE3 была проверена 
с потенциальными индукторами clcR-ге-
на: цис,цис-муконат, пирокатехин, 3-ме-
тилпирокатехин, 4-метилпирокатехин, 
3,5-дихлорпирокатехин, 4-хлорпирокатехин, 
4-нитропирокатехин, 2,3-дигидроксиби-
фенил, а также моногидрокси ПХБ. 

В результате эксперимента с клетками 
E. coli BL21 DE3, содержащими генное 
слияние clcRA::rfp, было обнаружено три 
индуктора, оказывающие больше чем 

Рис. 1. Схема генного слияния clcR::rfp 
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двукратное увеличение интенсивности 
уровня флуоресценции относительно кон-
трольных клеток (без добавления индук-
торов): 3,5-дихлорпирокатехин, 2,3-ди-
гидроксибифенил и моногидрокси-ПХБ 
(рис. 2). 

В опытах с другим рекомбинантным 
штаммом E. coli BL21 DE3, содержащим 
генное слияние clcR::rfp, увеличения 
уровня флуоресценции с указанными ин-
дукторами не было выявлено. 

Следующим этапом работы являлось 
определение уровня флуоресценции при 
действии индукторов в опытах с «отмы-
тыми» клетками. Установлено, что, как и 
в ростовом эксперименте, в опытах с «от-
мытыми» клетками наибольшее увеличе-
ние интенсивности уровня флуоресцен-
ции выявлено с тремя индукторами: 
3,5-ДХПК, 2,3-ДГБ, ПХБ-ОН. При их 
внесении у клеток с генным слиянием 
clcRA::rfp интенсивность флуоресценции 
возрастала практически вдвое, в то время 
как в клетках E. coli BL21 DE3 без ген-
ных слияний и с генным слиянием 
clcR::rfp уровень флуоресценции оставал-
ся на прежнем уровне. Таким образом, 
для дальнейшей работы выбрано слияние 
clcRA::rfp. 

 

Генетическая конструкция  
для экспрессии в клетках E. coli  

генов bph-оперона 
Создана генетическая конструкция, 

представляющая собой модифицирован-
ную плазмиду pET19b, в которую под 
контролем Т7-lac-промотора введены ге-
ны bph-оперона R. ruber Р25 (рис. 3). 

Ген bphA4 клонирован по сайтам 
XhoI/NcoI, а локусы bphCA123B или 
bphA123B – по сайтам NcoI/NdeI. Это 
обеспечивает беспрепятственное регули-
руемое ИПТГ считывание bph-оперона 
РНК-полимеразой в виде единой поли-
цистронной мРНК. Последующий синтез 
белковых молекул должен приводить к 
появлению в цитоплазме E. coli функцио-
нальных ферментов «верхнего» пути де-
градации бифенилов/ПХБ, что обеспечи-
вает трансформацию этих поллютантов 
до химических соединений, являющихся 
индукторами clc-оперона. Сконструиро-
ванное ранее на основе clc-оперона 
R. opacus 1CPclc::rfp-слияние в присутст-
вии ПХБ и созданной на этом этапе плаз-
миды приводит к наработке красного 
флуоресцентного белка, свечение которо-
го может быть количественно измерено с 
использованием флуориметра. 

 

Рис. 2. Изменения интенсивности уровня флуоресценции  
(6-часовая экспозиция) в клетках E. coli BL21 DE3  

pGEM-TclcRA::rfp при росте на среде LB под действием 
индукторов относительно контрольных клеток 
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Таким образом, впервые создана мо-
дульная генетическая конструкция, со-
держащая стабильное репортерное слия-
ние в хромосоме, позволяющая при этом 

заменять гены bph-оперона, локализован-
ные в плазмидном векторе, на гены, коди-
рующие бифенил 2,3-диоксигеназу, спе-
цифичную к другим конгенерам ПХБ. 
Схема экспериментальных работ по соз-
данию плазмиды pET19bbphA4 
bphA123B для экспрессии генов bph-опе-
рона в клетках E. coli может быть пред-
ставлена как последовательность следую-
щих этапов: амплификация гена bphA4 и 
генов bphA123B на матрице хромосомы 
R. ruber P25, клонирование полученных 
ампликонов в вектор pGEM-TEasy 
(Promega), секвенирование нуклеотидных 
последовательностей bph-генов с целью 
выявления клонов, не содержащих оши-
бок амплификации, перенос клонирован-
ных генов из pGEM-TEasy в экспрессион-
ную плазмиду pET19b, трансформация 
итоговой плазмиды pET19bbph в клетки-
репортеры, содержащие в составе хромо-
сомы clc::rfp слияние. 
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Рис. 3. Схема плазмиды pET19bbph 
(pET19bbphA4 bphA123B) 
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A specific genetic construct was created, which is actually a modified plasmid pET19b into 

which bph-operon (bphA4, bphA123B) genes of Rhodococcus ruber strain P25 were introduced under 
the control of a T7-lac-promoter. Intentionally induced synthesis of these protein molecules leads to 
the appearance of functional enzymes of "upper" biphenyl/PCBs degradation pathway in E. coli 
cytoplasm that provides the transformation of the pollutants to the clc-operon-inducing chemical 
compounds (clc-operon is responsible for chlorocatechol destruction). The Clc-genes of R. opacus 
1CP strain were placed into the E. coli chromosome as the basis of clcRA::rfp reporter fusion. The 
latter is the biosensor detection unit, which responds to the PCB degradation products and similar 
organic compounds. 

In the course of the biosensor construction the whole genome sequencing of R. ruber strain P25 – 
an active destructor of biphenyl/PCBs – was carried out. Totally 3,677 genes were annotated 
(69.6%). The draft genome sequence was deposited in GenBank under NZ_LDUF00000000.1 
number. A gene cluster of biphenyl/chlorobiphenyl degradation was identified. The bph-operon 
structure of the P25 strain appeared to be different in comparison with that of known bacteria-
destructors of biphenyl/PCBs: bhRorf2orf1A4DCA1A2A3B. The transcription of orf1 and orf2 loci is 
performed in the opposite direction with bphR and bphA4DCA1A2A3B. 
 

Keywords: whole-cell biosensor, polychlorinated biphenyls, biphenyl degradation genes, genetic 
construct. 
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