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Аннотация
Для повышения уровня синтеза белка в работе был сконструирован вектор, обе-

спечивающий стабильную продукцию фосфолипазы с Bacillus thuringiensis в Bacillus 
subtilis.

Abstract
In order to increase the level of protein synthesis, a vector was constructed to provide 

stable phospholipase production from Bacillus thuringiensis to Bacillus subtilis.

Фосфолипаза С — фермент класса гидролаз, катализирующий гидролиз 
фосфолипидов на диацилглицериды и полярные фосфатсодержащие груп-
пы. В связи с широким использованием в технологических процессах очист-
ки и рафинирования растительных масел в последнее время к этой группе 
ферментов привлечено особое внимание, в частности, в пищевой отрасли 
и в сфере производства биодизеля. Так как процессы переработки масел ча-
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сто сопряжены с высокими температурами, особый интерес представляют 
термостабильные ферменты, источником которых выступают представи-
тели семейства Bacillus. Использование в качестве продуцентов природных 
штаммов бактерий не всегда позволяет получать достаточные количества 
целевых белков. Методы мутагенеза и селекции частично решают эту про-
блему, однако даже в этом случае уровень синтеза оказывается недостаточ-
ным для достижения рентабельности. Решить проблему выхода белка могут 
методы генной инженерии, с использованием которых удается конструиро-
вать продуценты, обеспечивающие необходимый уровень синтеза белков. 

Ранее нами были определены нуклеотидные последовательности, кодиру-
ющие фосфолипазу С ряда штаммов Bacillus thuringiensis. Был выбран пер-
спективный вариант для анализа биохимических свойств, его последователь-
ность была встроена в экспрессионный вектор pHT255 [1]. Однако уровень 
синтеза фосфолипазы С, наблюдаемый в культуральной среде рекомбинант-
ного штамма Bacillus subtilis, трансформированного полученным вектором, 
зависимый от наличия индуктора, оказался низким. Поэтому целью работы 
было конструирование штамма Bacillus subtilis, обеспечивающего стабильную 
продукцию фосфолипазы С Bacillus thuringiensis без добавления индуктора.

Для достижения поставленной цели вектор pHT255 обрабатывали эндо-
нуклеазами рестрикции EgeI и BstaPI. ДНК, обработанную эндонуклеазами, 
очищали при помощи разделения в 1%-м геле агарозы. Полученную ДНК об-
рабатывали Pfu-полимеразой при 72 оС в течение 10 минут. После обработ-
ки полимеразой ДНК очищали от компонентов буферного раствора. Затем 
проводили реакцию лигирования. Продуктами лигазной реакции трансфор-
мировали клетки Escherichia coli NebStable. Плазмидную ДНК выделяли из 
бактериальных клеток с помощью коммерческих наборов. Структуру полу-
ченной рекомбинантной плазмиды подтверждали секвенированием.

Чтобы оценить уровень синтеза фосфолипазы С Bacillus thuringiensis 
в клетках Bacillus subtilis, эти клетки трансформировали полученным векто-
ром. Затем одиночные клоны высевали в жидкую питательную среду. Спустя 
24 часа отбирали аликвоту культуральной среды и анализировали при по-
мощи электрофореза в ПААГ. На полученной электрофореграмме наблюда-
ли бенд, соответствующий по молекулярной массе фосфолипазы С Bacillus 
thuringiensis.
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