
 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2022. Т. 67, № 1. C. 91–104 91

ISSN 1029-8940 (Print)
ISSN 2524-230X (Online)
УДК 577.1+579.66 Поступила в редакцию 21.04.2021
https://doi.org/10.29235/1029-8940-2022-67-1-91-104  Received 21.04.2021

Е. Г. Веремеенко1, М. А. Шапиро2, О. А. Наумовская3,  
Д. Д. Ашманкевич4, Н. П.  Максимова1

1Белорусский государственный университет, Минск, Республика Беларусь 
2Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь 

3Вроцлавский университет естественных наук, Вроцлав, Польша 
4Центр экспертиз и испытаний в здравоохранении, Минск, Республика Беларусь

ПРОТЕОМНОЕ ПРОФИЛИРОВАНИЕ ШТАММОВ-ПРОДУЦЕНТОВ 
ФЕНАЗИНОВЫХ СОЕДИНЕНИЙ  

PSEUDOMONAS CHLORORAPHIS SUBSP. AURANTIACА 

Аннотация. Протеомный анализ – высокоэффективный метод идентификации бактерий и определения содер-
жания белка в прокариотических клетках при различных условиях роста бактериальной культуры. Однако данный 
подход практически не используется для характеристики продуцентов биологически активных веществ. Исполь-
зование методов протеомного профилирования при изучении бактерий позволяет получить данные о метаболиче-
ских процессах, протекающих в клетках прокариот, что дает возможность оптимизировать подходы к созданию про-
дуцентов биологически значимых соединений. 

Целью данной работы было проведение протеомного профилирования мутантных штаммов бактерий P. chloro-
raphis subsp. aurantiaca, способных к сверхпродукции феназиновых антибиотиков, с помощью микробиологических 
и биохимических методов. 

В ходе проведения протеомного анализа штаммов-продуцентов феназиновых антибиотиков бактерий P. chloro-
raphis subsp. aurantiaca впервые было продемонстрировано достаточно раннее (в log-фазе) начало экспрессии от-
дельных генов phz-оперона, кодирующего ферменты синтеза феназинов. Наиболее высокое содержание белка PhzO, 
ген которого находится за пределами phz-оперона, было зарегистрировано для штамма дикого типа. Не обнаружено 
корреляции между содержанием данного белка и концентрацией продуктов реакции, которую он катализирует. 
Кроме того, выявлена общая тенденция штаммов-продуцентов к накоплению ферментов и белков, входящих в ком-
плекс системы антиоксидантной защиты. У штаммов-продуцентов также отмечено существенное увеличение содер-
жания белков, принимающих участие в репарации ДНК, и шаперонов, способствующих восстановлению нативной 
конформации белков.

Ключевые слова: феназины, протеом, phz-оперон, антиоксидантные ферменты, пероксид водорода, репаратив-
ные процессы, сверхпродукция, ген
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PROTEOMIC ANALYSIS OF PSEUDOMONAS CHLORORAPHIS SUBSP. AURANTIACА STRAINS 
CAPABLE OF PHENASINE COMPOUNDS OVERPRODUCTION

Abstract. Proteomic analysis is a highly effective method for bacteria identification and the elucidation of proteiǹ s con-
tent in prokaryotic cells at different growth conditions. To our knowledge this approach is hardly ever used for characteriza-
tion of producers of biologically active substances. The understanding of the changes in protein profile in mutant strains ca-
pable of biologically active substances overproduction helps to recognize the biochemical and molecular basis of metabolic 
changes which lead to overproduction. So that, proteomic analysis could be especially useful for optimization the producer̀ s 
creation techniques.

The purpose of current research was to carry out proteomic profiling of bacteria P. chlororaphis subsp. aurantiaca mu-
tant strains capable of overproduction of phenazine antibiotics. Microbiological and biochemical methods were used for these 
aims.
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In current research a proteomic analysis of strains of P. chlororaphis subsp. aurantiaca producing phenazines was car-
ried out. An early (during log-phase) onset of expression of individual genes of phz-operon which codes enzymes for phena-
zines synthesis was demonstrated. It was also found that the wild type strain has the highest level of PhzO protein. The gene 
encoding this protein is located outside the phz-operon. We wereǹ t able to establish the correlation among PhzO protein con-
tent and concentration of the derivatives for which appearance PhzO is responsible. A general tendency of producer strains 
towards the accumulation of enzymes and proteins of the antioxidant defense system was revealed. Producer strains also 
demonstrate a significant increase in the concentration of proteins involved in DNA repair as well as chaperones involved in 
the native protein conformation maintenance.

Keywords: phenazines, proteome, phz-operon, antioxidant enzymes, hydrogen peroxide, reparative processes, superpro-
duction, gene
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Введение. Методы протеомного профилирования в настоящее время достаточно широко ис-
пользуются в медицинской микробиологии и лабораторных микробиологических исследовани-
ях для идентификации микроорганизмов и сравнения их между собой, диагностики патологиче-
ских процессов и выявления достоверных маркеров инфекционных заболеваний [1, 2], исследо-
вания патогенных штаммов микроорганизмов [2], а также для изучения процессов биоремедиации 
и устойчивости бактерий к антибиотикам [3, 4].

Использование методов протеомного профилирования в исследовании микроорганизмов по-
зволяет получить более точные данные о биохимических процессах, протекающих в бактериаль-
ных клетках. Известно, что концентрация того или иного белка в клетке не определяется исклю-
чительно уровнем транскрипции соответствующего гена. Большое значение имеют процессы, 
происходящие на посттранскрипционном уровне, а также в ходе трансляции и посттрансляцион-
ных модификаций. Именно совокупность этих процессов и обеспечивает в итоге определенную 
концентрацию того или иного белка в клетках и соответствующий уровень его активности. 
Следует отметить, что протеомный анализ (протеомное профилирование) позволяет установить 
эффективность синтеза белков и их посттрансляционных модификаций именно на последних 
стадиях, что дает возможность определить интенсивность контролируемых бактериальными 
клетками метаболических реакций в целом.

Вместе с тем данный подход в настоящее время еще недостаточно широко используется для 
изучения особенностей метаболизма биологически активных соединений у штаммов-продуцен-
тов. В первую очередь это связано с методологическими сложностями выделения из бактериаль-
ной клетки общей белковой фракции, необходимой для изучения протеома. На сегодняшний 
день еще не существует универсальных методик экстракции белков из клеток микроорганизмов 
в силу особенностей организации их клеточной стенки, наличия дополнительных механизмов 
устойчивости к воздействию факторов внешней среды, кислотам, щелочам и другим соединени-
ям, применяемым для разрушения клеток. В связи с этим для каждого вида и даже штамма ми-
кроорганизмов необходимо разработать индивидуальный подход к экстракции белков. 

Известно, что синтез феназиновых антибиотиков происходит в бактериальных клетках в ста-
ционарной фазе роста культуры [5]. В задачу данного исследования входило выявление продук-
тов генов phz-оперона (белков), задействованных в синтезе феназиновых антибиотиков, у му-
тантных штаммов-продуцентов данных соединений уже в log-фазе роста культуры, что является 
одним из возможных факторов, обеспечивающих сверхпродукцию феназинов у изучаемых му-
тантных штаммов. Одна из ключевых задач данного исследования ‒ установить время появле-
ния Phz-белков в клетках штаммов-продуцентов для определения начала экспрессии кодирующих 
их генов. Данная информация крайне важна для разработки подходов к оптимизации процессов 
регуляции потока клеточных метаболитов в бактериальных клетках и, соответственно, пере-
ключения биосинтетических реакций на продукцию феназинов на разных стадиях роста бакте-
риальной культуры.

Целью данной работы было проведение протеомного профилирования бактерий P. chloro-
raphis subsp. aurantiaca мутантных штаммов, способных к сверхпродукции феназиновых анти-
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биотиков для анализа метаболических процессов, происходящих в клетках-продуцентах уже  
в log-фазе роста культуры. В задачи исследования входил также поиск белков-кандидатов, кото-
рые связаны с приобретением мутантными штаммами способности к сверхсинтезу феназиновых 
антибиотиков.

Материалы и методы исследования. В работе использовали штаммы P. chlororaphis subsp. 
aurantiaca дикого типа (В-162), мутантные штаммы (В-162/55, В-162/255, В-162/17, В-162/2 и В-162/15), 
отличающиеся повышенным уровнем продукции феназиновых соединений [6], а также штамм 
В-162/18, полученный в результате клонирования генов положительной регуляции синтеза фена-
зинов (phzIR-генов) в клетках штамма дикого типа [7]. 

Культивирование бактерий проводили в питательном бульоне в течение 16–18 ч при темпера-
туре 28 °С. 

Каждый образец анализировали в двух биологических и двух-трех технических повторах. 
Белок идентифицировали как найденный, если в каждом биологическом повторе не менее чем  
в двух технических повторах из трех (или хотя бы в одном, если их было два) было выявлено не 
менее двух пептидов длиной более 7 аминокислотных остатков. В качестве меры, характеризу- 
ющей количество интенсивностей обнаруженного белка, использовали среднеарифметические 
совокупности интенсивности сигналов найденных пептидов, принадлежащих белку. Интен сив-
ность белка считали приемлемой, если разброс (дисперсия) интенсивностей во всех совокупных 
повторах составлял не более половины от абсолютного значения [8].

Для проведения протеомного анализа бактерии, выращенные в питательном бульоне до log-
фазы роста культуры, осаждали путем центрифугирования при 15 000 об/мин в течение 1 мин, 
отмывали натрий-фосфатным буфером (50 мМ, pH 7,0), концентрировали в соответствующем 
буфере до 1010–1011 кл/мл. При получении бесклеточного экстракта для протеомного анализа 
бактериальную массу подвергали ультразвуковому воздействию с помощью дезинтегратора 
Bandelin UW 3100 (Reichmann, Германия) (частота 20 кГц, режим: 1,5 с экспозиция, далее 1,5 с 
перерыв, циклично в течение 45 с, температурный режим от ‒4 до 0 °С), после чего центрифуги-
ровали в течение 4 мин при 14 500 об/мин. Полученный осадок подсушивали на фильтровальной 
бумаге в течение 10 мин при комнатной температуре и растворяли в 300 мкл деионизированной 
воды. К полученной взвеси добавляли 400 мкл метанола и 200 мкл хлороформа, тщательно пере-
мешивали (5 мин на шейкере при 250 об/мин) и помещали на 1 ч в морозильную камеру (‒20 °С). 
Затем смесь повторно перемешивали (см. выше) и центрифугировали в течение 15 мин при 4 °С 
со скоростью 13 400 об/мин. После этого верхний слой удаляли, а к оставшейся двухфазной сме-
си добавляли 600 мкл метанола. Образец встряхивали и центрифугировали 15 мин при 4 °С со 
скоростью 13 400 об/мин. Затем супернатант удаляли, а осадок подсушивали на фильтровальной 
бумаге в течение 10 мин при комнатной температуре. При необходимости доочистки белковой 
фракции процедуру выделения повторяли. Полученный осадок предварительно растворяли  
в 150 мкл 9 М мочевины, инкубировали на шейкере при 40 °С (550 об/мин), а затем подвергали 
трипсинолизу. К раствору добавляли 20 мкл 50 мМ раствора дитиотриэтола и повторяли инку-
бирование. Затем в смесь добавляли 20 мкл 150 мМ йодацетамида и инкубировали на шейкере 
при 40 °С со скоростью 250 об/мин в темноте. По прошествии 10 мин в раствор добавляли  
800 мкл 0,1 М раствора гидрокарбоната аммония (рН = 8,0) и 10 мкл раствора трипсина (1 мг/мл 
в 0,1 М растворе гидрокарбоната аммония, рН = 8,0). Полученную смесь инкубировали в течение 
ночи. По прошествии необходимого времени в смесь добавляли 20 мкл гексафтормасляной кис-
лоты, центрифугировали 15 мин при 4 °С со скоростью 13 400 об/мин и подвергали твердофаз-
ной экстракции (ТФЭ). 

При пробоподготовке образца для хроматографии (ТФЭ) колонки уравновешивали путем по-
следовательного нанесения 2 мл ацетонитрила, 2 мл воды и 0,5 мл 10 мМ раствора гамма-амино-
масляной кислоты. Затем на колонку наносили подкисленный супернатант (рН = 5,0) после цен-
трифугирования (15 мин при 4 °С, скорость 13 400 об/мин). После прохождения образца через 
колонку ее промывали 0,5 мл 0,7 %-ного раствора муравьиной кислоты и 0,5 мл дистиллирован-
ной воды. Затем колонку просушивали током воздуха в течение 10–15 мин (использовался ваку-
умный насос с рабочим давлением 2,5–3 атмосферы). Элюирование образцов проводили 60 %-ным 
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раствором ацетонитрила в 0,1 М FABS-буфере (от англ. Formic Acid Buffer Solution) (рН = 2,0). 
Полученный элюат фильтровали через 0,2 мкм политетрафторэтиленовый фильтр и закалывали 
(5 мкл) в хроматограф. Для разделения и анализа пептидной смеси использовали высокоэффек-
тивный хроматограф (Agilent-1290, США) c тандемным квадрупольно-времяпролетным масс-
спектрометрическим детектором (Agilent, США). Разделение проводили на колонке ZORBAX 
Extend-С18 (длина – 50 мм, внутренний диаметр – 2,1 мм, диаметр пор – 1,8 мкм) в градиенте: 

0 мин – 1,5 % ацетонитрила + 0,1 % муравьиной кислоты, 98,5 % деионизированной воды + 
0,1 % муравьиной кислоты;

1 мин – 1,5 % ацетонитрила + 0,1 % муравьиной кислоты, 98,5 % деионизированной воды + 
0,1 % муравьиной кислоты;

35 мин – 25 % ацетонитрила + 0,1 % муравьиной кислоты, 75 % деионизированной воды + 
0,1 % муравьиной кислоты;

45 мин – 40 % ацетонитрила + 0,1 % муравьиной кислоты, 60 % деионизированной воды + 
0,1 % муравьиной кислоты;

50 мин – 90 % ацетонитрила + 0,1 % муравьиной кислоты, 10 % деионизированной воды + 
0,1 % муравьиной кислоты.

Длительность анализа ‒ 55 мин, кондиционирование колонки ‒ 5 мин, объем вводимой про-
бы ‒ 17 мкл. Для анализа данных был использован алгоритм, учитывающий все вышеописанные 
нюансы статистической обработки протеомных данных. 

Относительное содержание белков оценивали с помощью нормирования общего количества 
белка в пробоподготовке после их осаждения из раствора, используя метод Лоури и метод мета-
нол-хлороформной преципитации [9]. В качестве дополнительного инструмента нормирования 
использовали нормализацию к белкам «домашнего хозяйства». Количество последних было 
усреднено путем вычисления среднего арифметического совокупной интенсивности пептидов, 
относящихся к одному белку [10]. 

Результаты и их обсуждение. Результаты протеомного профилирования бактерий P. chloro-
raphis subsp. aurantiaca дикого типа и полученных ранее мутантных штаммов, способных к сверх-
продукции феназиновых антибиотиков, приведены в табл. 1. 

Т а б л и ц а 1. Уровни продукции феназиновых антибиотиков у штаммов P. chlororaphis subsp. aurantiaca

T a b l e 1. Phenazine antibiotics production levels at P. chlororaphis subsp. aurantiaca strains

Штамм Уровень
продукции феназинов, мг/л Ссылка

B-162 75 ± 15 Коллекция кафедры генетики БГУ
B-162/18 410 ± 26 [7]
B-162/55 210 ± 19 [6]
B-162/255 420 ± 29 [6]
B-162/17 210 ± 25 [6]
B-162/15 2100 ± 81 [6]
B-162/2 2850 ± 67 [6]

П р и м е ч а н и е. Значения уровней продукции приведены при выделении анти-
биотиков с помощью метода хлороформной экстракции [11]. Порядок штаммов в табли-
це отражает последовательность их получения и взаимосвязь между штаммами.

Особый интерес представляют белки, принимающие участие в синтезе бактериальными 
клетками феназиновых антибиотиков (Phz-белки). Известно, что гены, ответственные за синтез 
этих соединений, организованы в оперон (phz-оперон) [12]. Кроме того, некоторые гены, продук-
ты которых относятся к ферментам модификации феназин-1-карбоксилата, являющегося базо-
вым феназином (например, PhzO-белок), располагаются вне оперона [12]. 

Известно, что накопление феназиновых антибиотиков в культуральной жидкости бактерий 
рода Pseudomonas происходит в стационарную фазу роста (на 4–6-е сутки культивирования  
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в среде РСА (от англ. Phenazine-1-Carboxylic Acid induction medium) [13]). Однако на сегодняшний 
день в литературе нет сведений о том, когда именно начинается образование ферментов, уча-
ствующих в процессе их синтеза. Высказано предположение, что синтез продуктов отдельных 
генов phz-оперона, а также продуктов ряда других генов, функционально связанных с синтезом 
феназинов, у штаммов-продуцентов (т. е. мутантных штаммов) может начинаться уже в логариф-
мической фазе (log-фазе) роста культуры. Для проверки этого предположения нами проведен 
протеомный анализ бактерий дикого типа P. chlororaphis subsp. aurantiaca и полученных на их 
основе мутантных штаммов-продуцентов феназиновых антибиотиков (табл. 1), находящихся  
в log-фазе роста. 

В результате проведения протеомного анализа штаммов-продуцентов феназиновых антибио-
тиков (табл. 1) для каждого из исследованных образцов в высоком качестве были получены  
и идентифицированы 144 белка. Анализ интенсивности сигнала, который коррелирует с содер-
жанием того или иного белка в образце, показал, что исследуемые штаммы имеют существен-
ные различия как по качественному составу белков, задействованных в синтезе феназиновых 
антибиотиков, так и по количественному их содержанию. 

Так, у штамма В-162 содержание фермента (продукт гена phzO), ответственного за превра- 
щение феназин-1-карбоксилата в 2-оксифеназин и 2-оксифеназин-1-карбоксилат, достигает 
44,9·104 отн. ед. (рис. 1). Ген, кодирующий соответствующий белок, располагается за пределами 
phz-оперона.

Примечательно, что по результатам ранее проведенного ВЭЖХ-анализа по изучению каче-
ственного состава феназинов, синтезируемых мутантными штаммами, было обнаружено, что  
у штамма В-162/55 содержание 2-окси-производных карбоксифеназина максимально и достигает 
32 % от общего количества феназинов в комплексе, несмотря на относительно низкое содержа-
ние самого фермента (данные не опубликованы). У штамма В-162/255, к примеру, содержание 
данного фермента составляет 42,8·104 отн. ед., что, тем не менее, сопровождается падением уровня 
2-окси-производных (суммарно до 24 % от общего количества феназинов в составе комплекса)  
и соответствует таковому для бактерий дикого типа (штамм В-162). Прямая зависимость между 
концентрацией 2-окси-производных и содержанием этого фермента не выявлена и у остальных 
изучаемых штаммов. Причиной этого, как указывалось выше, может быть его обособленное рас-
положение вне phz-оперона, а также возможное участие в образовании 2-окси-производных 
феназин-1-карбоксилата других бактериальных ароматических монооксигеназ, к которым отно-
сится продукт гена phzO.

Рис. 1. Относительное содержание белка PhzO в клетках различных штаммов-продуцентов феназиновых  
антибиотиков P. chlororaphis subsp. aurantiaca

Fig. 1. PhzO-protein relative content in different P. chlororaphis subsp. aurantiaca strains-producers
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Белки PhzA, PhzВ. На логарифмической стадии роста культуры удалось детектировать  
и белки phz-оперона. Это свидетельствует о том, что экспрессия генов phz-оперона начинается 
уже в логарифмической стадии роста бактериальной культуры. В частности, были обнаружены 
белки PhzA и PhzВ. Примечательно, что соответствующие белки присутствовали в клетках не 
всех штаммов. Так, PhzA-белок был обнаружен только у штаммов В-162/55 и В-162/2 (рис. 2).

Рис. 2. Относительное содержание белка PhzА в штаммах P. chlororaphis subsp. aurantiaca. 
У остальных штаммов белок не обнаружен

Fig. 2. PhzА-protein relative content in different P. chlororaphis subsp. aurantiaca strains-producers. 
No protein was found in the remaining strains that was not given at figure

Белок PhzB обнаружен в протеоме как у бактерий дикого типа, так и у почти всех мутантных 
штаммов-продуцентов феназиновых антибиотиков (рис. 3). Следует отметить отсутствие данно-
го белка именно у штаммов В-162/55 и В-162/2. Известно, что гены phzA и phzB представляют 
собой результат дупликации и демонстрируют сходство нуклеотидных последовательностей бо-
лее чем на 80 % [14]. Высказываются предположения, что белки PhzA и PhzB формируют моле-
кулярную платформу для сборки и последующего функционирования остальных ферментов пу-
ти биосинтеза феназинов [14]. Достоверно ответить на вопрос, почему изучаемые штаммы так 
отличаются по содержанию этих белков, пока не представляется возможным. 

PhzD-белок. В клетках штамма В-162/2 обнаружен белок phz-оперона – PhzD. Данный белок 
является гомологом изохоризоматазы и осуществляет преобразование изохоризомата в транс-

Рис. 3. Относительное содержание белка PhzВ в штаммах P. chlororaphis subsp. aurantiaca. 
У остальных штаммов белок не обнаружен

Fig. 3. PhzB-protein relative content in different P. chlororaphis subsp. aurantiaca strains-producers. 
No protein was found in the remaining strains that was not given at figure
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2,3-дигидро-3-оксиантранилат, который, в свою очередь, служит субстратом для PhzF-белка 
(продукта рhzF гена) [14]. Однако в клетках остальных штаммов PhzD-белок не обнаружен. 

Ферменты антиоксидантного комплекса. Полученные данные протеомного профилирова-
ния мутантных штаммов P. chlororaphis subsp. aurantiaca позволили выявить и ряд других инте-
ресных закономерностей, которые могут являться причиной их способности к сверхпродукции 
феназинов. Хорошо известно, что штаммы-продуценты феназиновых антибиотиков обладают 
высоким уровнем активности антиоксидантных ферментов (каталазы, СОД) [15]. Это является 
одним из условий их выживания в условиях окислительного стресса, вызываемого сверхсинте-
зом собственных феназинов. При проведении протеомного анализа выявлен ряд других антиок-
сидантных ферментов, которые принимают участие в защите клеток-продуцентов от повышен-
ных концентраций феназиновых антибиотиков. Так, установлено, что в клетках всех штаммов-
продуцентов в высоких концентрациях присутствует один из ферментов алкилгидропероксид 
редуктазы (идентификационный номер A0A0Е1Е5S5_9PSED). Данный фермент отвечает за сни-
жение в клетке уровня пероксида водорода и органических пероксидов [16]. Максимальное со-
держание этого фермента характерно для штамма дикого типа В-162 (27,4·104 отн. ед.). У бакте-
рий штамма В-162/255 уровень алкилгидропероксид редуктазы не превышает 9,13·104 отн. ед.  
У клеток штамма В-162/55 аналогичный показатель составляет 8,85·104 отн. ед., у штамма 
В-162/2, устойчивого к пероксиду водорода, – 0,57·104 отн. ед. Однако все штаммы-сверхпроду-
центы, в отличие от штаммов дикого типа, характеризуются повышенной активностью фермен-
та каталазы [15], которая приводит к снижению концентрации пероксида водорода в клетках 
бактерий и во внеклеточной среде. Более низкие концентрации пероксида водорода, по-види-
мому, и обусловливают снижение содержания алкилгидропероксид редуктазы.

Выявлена тенденция к увеличению содержания в клетках штаммов-продуцентов тиолперок-
сидазы. В протеоме штамма дикого типа обнаружить данный белок не удалось, в то время как 
практически у всех мутантных штаммов его содержание варьировалось от 3,17·104 отн. ед.  
(В-162/255) до 2,21·105 отн. ед. (максимальное значение) у одного из самых продуктивных штам-
мов ‒ В-162/15. Известно, что данный фермент также принимает участие в восстановлении пе-
роксида водорода и органических пероксидов [16]. Некоторые штаммы-продуценты, в частности 
В-162/55, В-162/18, В-162/15 и штамм В-162/17, способный к синтезу феназинов на минимальных 
средах, демонстрируют значительное содержание глутаредоксина (рис. 4), однако прямой корре-
ляции между уровнем продукции феназинов и содержанием глутаредоксина не выявлено. 

В образцах, полученных из штамма дикого типа, глутаредоксин детектировать не удалось.  
В то же время у штамма В-162/17 данный показатель максимален и составляет 6,89·104 отн. ед. 

Рис. 4. Относительное содержание глутаредоксина в штаммах P. chlororaphis subsp. aurantiaca. 
У остальных штаммов белок не обнаружен

Fig. 4. Glutaredoxin relative content in different P. chlororaphis subsp. aurantiaca strains-producers. 
No protein was found in the remaining strains that was not given at figure
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Этот белок относится к классу тиолтрансфераз и представляет собой один из элементов глутати-
оновой системы. Основная его функция в клетках бактерий заключается в детоксикации мышья-
ка и пероксидов, а также в восстановлении белков, поврежденных в результате окислительного 
стресса [17].

Похожие функции выполняет и пероксиредоксин [18]. В отличие от глутаредоксина, данный 
белок был обнаружен и в клетках В-162 (дикий тип). Однако взаимосвязи между содержанием 
этого белка и продуктивностью штамма не выявлено (рис. 5). Так, штамм В-162/15, который име-
ет один из самых высоких уровней продукции феназиновых антибиотиков (2100 мг/мл), отлича-
ется невысоким содержанием пероксиредоксина, а у штамма дикого типа с относительно невы-
сокой продуктивностью содержание данного белка, наоборот, максимально. Еще для одного 
сверхпродуктивного штамма В-162/2 (см. табл. 1) присутствие пероксиредоксина не зафиксиро-
вано, равно как и для штаммов со значительно меньшим уровнем продукции феназинов (к при-
меру, для штаммов В-162/17 и В-162/255).

Рис. 5. Относительное содержание пероксиредоксина в штаммах P. chlororaphis subsp. aurantiaca. 
У остальных штаммов белок не обнаружен

Fig. 5. Peroxiredoxin relative content in different P. chlororaphis subsp. aurantiaca strains-producers. 
No protein was found in the remaining strains that was not given at figure

Серин-гидроксиметил трансфераза (СГТ), еще один обнаруженный фермент, принимает уча-
стие в защите макромолекул клетки от окислительного стресса [19]. Этот белок был выявлен 
только в протеоме наиболее продуктивных мутантных штаммов В-162/2 и В-162/15, селектиро-
ванных на устойчивость к пероксиду водорода, в практически равном соотношении. В реакции 
ретроальдольного расщепления СГТ превращает серин в глицин, одновременно перенося ме-
тильную группу на остаток фолиевой кислоты. Реакция СГТ является основным источником 
метильных групп для фолатного цикла. Глицин и фолиевая кислота принимают участие в син-
тезе пуринов и пиримидинов, а также липидов, помогая восстановить пул данных молекул после 
их повреждения активными формами кислорода [20].

Значительные концентрации одного из фосфат-связывающих белков (код доступа A0A089Y9J3) 
зарегистрированы у штаммов, способных к сверхпродукции феназинов. Этот белок обеспечива-
ет устойчивость бактериальных клеток к окислительному стрессу в макрофагах [21]. Основным 
веществом, образующимся в макрофагах и используемым данным типом клеток для разрушения 
клеточной стенки бактерий, является пероксид водорода. Согласно данным, полученным нами 
ранее, это же соединение массово генерируется и при продукции феназиновых антибиотиков [15].

Представляет интерес и такой белок, как ферритин, который может принимать участие в за-
щите клетки от последствий окислительного стресса. Известно, что при высоких концентрациях 
пероксида водорода железо, присутствующее в цитоплазме бактериальных клеток, может быть 
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окислено до наиболее токсичной его формы – Fe2+. В живых системах имеются механизмы деток-
сикации Fe2+ и его удаления из цитозоля. Эти механизмы включают окисление избыточных Fe2+ 
до состояния Fe3+ и накопление ионов трехвалентного железа в ферритиноподобных белках. 
Ферритин способен связывать Fe3+ [22]. Примечательно, что данный белок обнаружен у всех 
штаммов-продуцентов феназиновых антибиотиков, за исключением В-162/2 и В-162/18. У штам-
ма В-162/255 его концентрация максимальна и составляет 6,04·105 отн. ед., что почти в 3 раза вы-
ше, чем у штаммов дикого типа. 

Таким образом, четко прослеживается тенденция к накоплению штаммами-продуцентами 
феназиновых антибиотиков пептидов и ферментов систем антиоксидантной защиты, нейтрали-
зующих пероксид водорода. Ранее нами было показано, что у штаммов-продуцентов происходит 
активация ряда антиоксидантных ферментов, в частности каталазы [15]. На основании этого бы-
ло сделано заключение, что в клетках продуцентов при массовом синтезе феназинов происходит 
накопление именно пероксида водорода, который является основной формой активного кислоро-
да, обеспечивающей антимикробную активность феназинов бактерий P. chlororaphis subsp. 
aurantiaca [15]. Полученные данные протеомного анализа дополнительно подтверждают сделан-
ные ранее выводы. Однако разные штаммы, по-видимому, используют различные комбинации 
пептидов и ферментов антиоксидантной защиты для обеспечения устойчивого роста культуры 
продуцента в условиях повышенного содержания пероксида водорода. Этим, вероятно, и объяс-
няется отсутствие в ряде случаев прямой корреляции между уровнем синтеза феназиновых ан-
тибиотиков у отдельного штамма-продуцента и уровнем их синтеза у конкретного белка.

Шапероны. Примечательно, что единственным из обнаруженных шаперонов, содержание 
которого максимально в клетках штамма дикого типа, является шаперон HSP60 (GroEL) (рис. 6, 
а). Этот белок, являясь одним из ключевых шаперонов бактериальной клетки, обеспечивает ми-
кроокружение, в котором осуществляется фолдинг белков [23]. У штамма В-162/55 по сравнению 
со штаммом дикого типа в 2 раза возрастает количество шаперона DnaK (рис. 6, b). Данный бе-
лок также относится к ключевым шаперонам бактериальных клеток [23]. Механизм действия 
DnaK заключается в связывании и защите отдельных участков белковых цепей, которые еще не 
подверглись фолдингу или были уложены лишь частично. Совместно с белком ClpB шаперон 
DnaK принимает участие в реактивации белков, агрегировавших после нагревания [23]. Су-
щественное увеличение содержания базовых шаперонов в протеомах мутантных штаммов-про-
дуцентов может являться адаптивным механизмом, направленным на защиту внутриклеточных 
белков и пептидов и на восстановление их нативной структуры даже в присутствии значитель-
ного количества активных форм кислорода, образующихся в клетках продуцентов под действи-
ем феназинов (рис. 6). 

  
                                              a                                                                                                       b

Рис. 6. Относительное содержание HSP60 (а) и DnaK (b) в штаммах P. chlororaphis subsp. aurantiaca

Fig. 6. The relative content of HSP60 (а) and DnaK (b) in different P. chlororaphis subsp. aurantiaca strains-producers
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Обнаружен также шаперон Skp, принимающий участие в образовании белков внешней мем-
браны. Этот шаперон инкапсулирует частично свернутые белки внешней мембраны, защищая 
их от водной среды во время транспортировки по цистернам шероховатого эндоплазматического 
ретикулума и включения в липидные блоки. Он обеспечивает укладку растворимых белков  
в бактериальной периплазме, способствуя таким образом увеличению выхода рекомбинантных 
белков и факторов вирулентности бактерий [24]. Данный шаперон встречается в наибольшем 
количестве у штаммов В-162/15 (8,04·104 отн. ед.) и В-162/255 (9,09·104 отн. ед.), но отсутствует у 
штамма дикого типа.

Пептидилпролил-изомераза. У штаммов-продуцентов регистрируется также фермент пеп-
тидилпролил-изомеразы, тогда как в клетках штамма дикого типа этот белок не детектируется 
(рис. 7). Пептидилпролил-изомераза контролирует лимитирующий этап белкового фолдинга по 
пептидильным связям, предшествующим остаткам пролина. Обнаружено, что белки данного 
класса помимо непосредственной химической активности участвуют во множестве биологиче-
ских процессов, таких как экспрессия генов, передача сигналов, секреция белков, развитие и ре-
генерация тканей (у эукариот), а также могут служить факторами вирулентности у некоторых 
патогенных штаммов микроорганизмов [25]. Повышение концентрации этого белка наряду  
с описанным выше повышением концентрации шаперонов, участвующих в фолдинге белковых 
молекул, дополнительно подтверждает вывод о том, что одной из предпосылок сверхпродукции 
феназинов у штаммов-продуцентов может являться повышение эффективности систем восста-
новления и поддержания нативной конформации белковых молекул. 

Рис. 7. Относительное содержание пептидилпролил-изомеразы в штаммах P. chlororaphis subsp. aurantiaca.  
У остальных штаммов белок не обнаружен

Fig. 7. Peptide-propyl isomerase relative content in different P. chlororaphis subsp. aurantiaca strains-producers.  
No protein was found in the remaining strains that was not given at figure

Ssb-белки. В ходе протеомного анализа установлено, что у некоторых штаммов-продуцентов 
феназиновых антибиотиков (к примеру, В-162/255) увеличивается концентрация в их клетках 
Ssb-белков. Известно, что эти белки принимают участие не только в процессах репликации  
и рекомбинации, но и в процессах репарации, в частности в процессах репарации двунитевых 
разрывов ДНК [26]. Активные формы кислорода при их избыточном содержании в клетках явля-
ются одним из ключевых факторов, вызывающих повреждения молекул ДНК. Увеличение кон-
центрации Ssb-белков служит маркером более активных репаративных процессов, что является 
важным условием выживания штаммов-продуцентов феназиновых соединений. На этот факт 
косвенно может указывать и повышение содержания фермента инозин-5-монофосфат дегидроге-
назы у одного из наиболее продуктивных штаммов ‒ В-162/255. Данный фермент ответственен 
за биосинтез пуриновых нуклеотидов, в первую очередь гуанина [27]. Кроме того, бактерии 
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штамма В-162/255 отличаются присутствием в их клетках белка бетаин-альдегид дегидрогена-
зы, которая полностью отсутствует у всех остальных штаммов, в том числе у штамма дикого 
типа В-162. Следует отметить, что наличие в геноме гена, кодирующего данный белок, характерно 
не только для P. chlororaphis subsp. aurantiaca, но и для других представителей рода Pseudomonas. 
Однако экспрессии гена у бактерий дикого типа и остальных мутантных штаммов либо не про-
исходит, либо концентрация белка настолько низка, что находится на недетектируемом уровне. 
Бетаин-альдегид дегидрогеназа обеспечивает представителям рода адаптацию к осмотическом 
стрессу [28], однако ее роль в повышении продуктивности штамма не ясна. 

Таким образом, полученные данные позволяют сделать заключение, что у штаммов-проду-
центов феназиновых антибиотиков повышение концентрации ряда антиоксидантных ферментов 
и пептидов, связывающих активные формы кислорода, а также других протекторных белков 
происходит непосредственно до начала продукции феназиновых соединений. Это свидетель-
ствует о том, что феназины сами по себе не являются индукторами активации защитных систем, 
а их способность к повышенной продукции обеспечивается масштабными изменениями в мета-
болизме продуцентов, что позволяет им противостоять высоким концентрациям собственных 
феназинов. Вторым важным заключением, которое следует из полученных данных, является то, 
что каждый штамм для защиты от высоких концентраций пероксида водорода и других актив-
ных форм кислорода, которые образуются в присутствии феназиновых соединений, по-ви ди-
мому, использует индивидуальную комбинацию пептидов и ферментов системы антиоксидант-
ной защиты. Таким образом, устойчивость каждого конкретного штамма является результатом 
уникального сочетания отдельных белков, тогда как общая тенденция на активизацию защит-
ных систем сохраняет свою актуальность. В табл. 2 систематизированы данные по каждому 
штамму, которые позволяют составить представление о составе защитного комплекса для каж-
дого из полученных продуцентов.

Т а б л и ц а 2. Состав защитного комплекса у штаммов P. chlororaphis subsp. aurantiaca

T a b l e 2. Protection complex composition at P. chlororaphis subsp. aurantiaca strains

Штамм Белки и их активность Активируемые процессы

В-162 Алкилгидропероксид редуктазы,  
пероксиредоксин, фосфат-связывающий белок, 
шаперон HSP60

Защита от повышенных концентраций пероксида 
водорода, восстановление структуры белковых 
молекул

В-162/55 Пептидилпролил-изомераза, шапероны DnaK 
и GrpE

Восстановление структуры белковых молекул

В-162/255 Ферритин, шаперон Skp, инозин-фосфат 
дегидрогеназа, Ssb-белки
Повышенный уровень удельной активности 
каталазы [14]

Защита от повышенных концентраций пероксида 
водорода, восстановление структуры белковых 
молекул

В-162/17 Глутаредоксин Защита от повышенных концентраций пероксида 
водорода

В-162/2 Пептидилпролил-изомераза, серин-гидрокси-
метил трансфераза
Повышенный уровень удельной активности 
СОД [29]

Защита от повышенных концентраций пероксида 
водорода, восстановление структуры белковых 
молекул, восстановление пула пуринов и пиримидинов 
после повреждения активными формами кислорода

В-162/15 Тиолпероксидаза, серин-гидроксиметил 
трансфераза
Повышенный уровень удельной активности 
каталазы и СОД [29]

Защита от повышенных концентраций пероксида 
водорода

В-162/18 Повышенный уровень активности каталазы [7] Защита от повышенных концентраций пероксида 
водорода

Заключение. Полученные данные указывают на то, что способность к сверхсинтезу фенази-
нов закреплена генетически, что подтверждается стабильной способностью продуцентов к сверх-
продукции при полном отсутствии какого-либо селективного давления при многократном пас-
сировании штаммов в неселективных условиях. В основе этой способности лежат два ключевых 
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механизма: первый – это снятие механизмов регуляции синтеза феназиновых соединений на ге-
нетическом уровне в результате целого комплекса мутаций в геноме штаммов-продуцентов, вто-
рой – селективно отобранный и генетически закрепленный комплекс мутаций, которые обеспе-
чивают устойчивость штаммов-продуцентов к высокому уровню окислительного стресса, вы-
зываемому собственными феназинами.
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