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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ДЕТЕРМИНАНТ, КОДИРУЮЩИХ 
β-ГАЛАКТОЗИДАЗЫ БАКТЕРИЙ BIFIDOBACTERIUM LONGUM БИМ B-813 Д

Аннотация. Проведен молекулярно-генетический анализ генома бактерий B. longum БИМ B-813Д, отличаю-
щихся высоким уровнем продукции β-галактозидазы. В геноме B. longum БИМ B-813Д выявлены гены Bgal_small_N, 
lacZ1, bgaB1, bgaB2, bgaB3 и lacZ2, кодирующие синтез β-галактозидаз. Предполагается, что lacZ1, bgaB2 и bgaB3, 
характеризующиеся высокой степенью идентичности с генами близкородственных видов бифидобактерий, ко-
дируют ферменты, которые осуществляют специфические реакции гидролиза и трансгликозилирования углево-
дов. Установлено, что ферменты BgaB1, BgaB2 и BgaB3 относятся к семейству GH42 гликозил-гидролаз, а LacZ1 
и LacZ2 – к семейству GH2. Детально рассмотрены области генома, кодирующие синтез β-галактозидаз В.  longum 
БИМ В-813 Д. Сравнительный анализ локуса lacZ1 B. longum БИМ B-813 Д и сходной области генома AS143_01230 
B. longum subsp. longum MC-42 показал наличие у B. longum БИМ B-813 гена транспозазы ISL3. Предполагается, что 
наличие инсерционной последовательности ISL3 в области lacZ1 приводит к изменению экспрессии гена и увеличе-
нию продукции β-галактозидазы у B. longum БИМ B-813Д.
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Abstract. The molecular-genetic analysis of the bacterial genome of the strain B. longum BIM B-813D distinguished 
by a high level of β-galactosidase production was performed. Genes Bgal_small_N, lacZ1, bgaB1, bgaB2 and bgaB3, and 
lacZ2, encoding the synthesis of β-galactosidases, were revealed in the deciphered genome. It was shown that the genes lacZ1, 
bgaB2, and bgaB3 characterized by an enhanced degree of similarity to the genes of closely related bifidobacterial species, 
presumably code for the enzymes catalyzing the specific reactions of hydrolysis and transglycosylation of carbohydrates.  
It was found that the enzymes BgaB1, BgaB2 and BgaB3 belong to the GH42 family of glycosyl hydrolases, whereas the 
enzymes LacZ1 and LacZ2 – to the GH2 family. The genome domains responsible for the synthesis of β-galactosidases in the 
strain B. longum BIM B-813D were studied in detail. A comparative analysis of the locus of lacZ1 in B. longum BIM B-813D 
and the similar genome fragment AS143_01230 from B. longum subsp. longum MC-42 detected the presence of the transposase 
gene ISL3 in the former strain. It was suggested that the insertion of the sequence of ISL3 in the lacZ1 locus resulted in the 
modified gene expression and the increased production of β-galactosidase in the strain B. longum BIM B-813D.
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Введение. В настоящее время микробиота кишечного тракта рассматривается как значимая 
составляющая здоровья макроорганизма. Микроорганизмы, обитающие в кишечнике, продуци-
руют множество метаболитов, ферментов, витаминов и других биологически активных веществ, 
оказывают непосредственное воздействие на биохимические и иммунологические процессы  
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в организме хозяина [1]. Бифидобактерии ‒ важнейшие представители микробиоты желудочно-
кишечного тракта человека и животных, которые широко используются в биотехнологических про-
цессах при создании новых продуктов функционального питания и пробиотических добавок [2]. 
Специфика биологической активности бифидобактерий во многом обусловлена наличием у них 
широкого спектра гликозидаз, что позволяет им утилизировать разные углеводы и отражает вы-
сокую приспособленность к обитанию в кишечнике [3]. Приведенные в литературе результаты 
молекулярно-генетических исследований бактерий рода Bifidobacterium показали, что в их гено-
мах содержится 8‒15 % генов, контролирующих углеводный метаболизм [4].

Одной из основных групп ферментов, участвующих в метаболизме углеводов, являются гли-
ко зил-гидролазы [5], в частности β-галактозидаза (β-D-галактозид-галактогидролаза, ЕС 3.2.1.23) 
[6], главной функцией которой является гидролиз β-галактозидов с отщеплением остатка β-D-
га лактозы [7]. Штаммы бактерий, продуцирующие β-галактозидазы, могут быть успешно ис-
пользованы в составе заквасок в молочной промышленности и для разработки продуктов функ-
ционального питания, в том числе с пониженным содержанием лактозы, с целью преодоления 
лактазной недостаточности. Кроме того, большой интерес вызывает способность β-галактозидаз  
в оп ределенных условиях синтезировать галактоолигосахариды – пребиотики, избирательно 
стимулирующие рост полезных бактерий [8].

Цель данной работы – проведение молекулярно-генетического анализа детерминант, кодиру-
ющих синтез β-галактозидаз бактерий B. longum БИМ B-813Д.

Объекты и методы исследования. Объектом исследования являлся штамм Bifidobacterium 
longum БИМ B-813 Д (реклассифицирован из B. adolescentis БИМ B-813 Д по результатам полно-
геномного секвенирования), полученный из штамма B. longum MC-42 (ранее – B. adolescentis 
МС-42) путем химического мутагенеза с последующей селекцией по уровню β-галактозидазной 
активности [9].

Аннотацию генома проводили с помощью конвейера аннотации прокариотических геномов 
НЦБИ США: Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annota-
tion_prok). Среднюю нуклеотидную идентичность (СНИ) рассчитывали с помощью веб-сервера 
Атласа микробных геномов MiGA (http://microbial-genomes.org). Для визуализации генетических 
карт использовали программу SnapeGene Viewer 5.2. Спектр семейств гликозил-гидролаз (GHS) 
в исследуемом геноме был охарактеризован с помощью базы данных CAZy (http://www.cazy.org/
Genomes.html). Для визуализации консервативных доменов исследуемых белков использовали 
сервис Conserved Domain Database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd). Сравнительный анализ белков 
с β-галактозидазной активностью у близкородственных видов Bifidobacterium проводили с по-
мощью программы Blastp на сервере UniProt (https://www.uniprot.org.). Для прогнозирования лока-
лизации белков использовали сервис PSORTb (https://www.psort.org/psortb/results.pl), для сравни-
тельного анализа транскрипционных факторов ‒ базу данных RegPrecise (https://regprecise.lbl.gov).

Результаты и их обсуждение. Основываясь на том, что исходным штаммом, из которого се-
лекционирован B. longum БИМ B-813 Д, является B. longum subsp. longum MC-42, особый инте-
рес представляла сравнительная характеристика геномов B. longum БИМ B-813 Д [10] и B. longum 
subsp. longum MC-42 [11] (табл. 1).

Размер генома B. longum БИМ B-813 Д в данном сравнении больше, чем у родительского 
штамма. Вероятно, это связано с тем, что геном B. longum subsp. longum MC-42 собран не пол-
ностью, а представлен 29 контигами, отдельные из которых могут повторяться в геноме. Этим 
объясняется и отсутствие информации о количестве инсерционных последовательностей, а так-
же разница в 0,2 % в ГЦ-составе геномов.

При анализе сходства видов путем расчета СНИ с помощью базы данных сервиса MiGA наи-
более близкородственными к бактериям B. longum БИМ B-813 Д оказались штаммы B. longum 
subsp. longum CCUG30698 (98,89 % СНИ) и B. longum 105-A (98,87 % СНИ) (табл. 2).

Для выявления особенностей углеводного обмена B. longum БИМ B-813 Д детально рассмот-
рены области генома, кодирующие углевод-модифицирующие гликозил-гидролазы, которые по-
зволяют бифидобактериям усваивать доступные питательные вещества и адаптироваться к усло-
виям обитания в желудочно-кишечном тракте макроорганизма [12].
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Т а б л и ц а  1. Основные параметры геномов B. longum БИМ B-813 Д и B. longum subsp. longum MC-42
T a b l e  1. Major genome parameters of B. longum BIM B-813 D and B. longum subsp. longum MC-42

Параметр B. longum БИМ B-813 Д B. longum subsp. longum MC-42

Код доступа в базе данных ГенБанка CP060493.1 LNCM00000000
Статус генома 
(кол-во контигов)

Полная последовательность Контиги (последовательность представлена 
29 фрагментами LNCM01000001.1‒

LNCM01000024.1)
Размер генома, п. н. 2 305 513 2 287 827
Доля ГЦ-пар, % 60 59,8
Наличие плазмид Нет Нет
Гены, n 1896 1883
Гены, кодирующиe белки, n 1745 1782
рРНК 12 4
тРНК 56 51
Инсерционныe последовательности, n 52 ?
Псевдогены, n 80 46
CRISPR-регион 2 2
Литературная ссылка [10] [11]

Т а б л и ц а  2. Сравнение генома B. longum БИМ B-813 Д с геномами близкородственных бифидобактерий
T a b l e  2. Comparison of B. longum BIM B-813 D genome with genomes of closely related bifidobacteria

Штамм (код доступа в ГенБанке) Общий размер генома, п. н. ГЦ, % СНИ*,  %

Bifidobacterium longum subsp. longum CCUG30698 (NZ_CP011965) 2 458 004 60,2 98,89
Bifidobacterium longum 105-A (NZ_AP014658) 2 290 145 60,1 98,87
Bifidobacterium longum 35624 (NZ_CP013673) 2 264 056 60 98,83
Bifidobacterium longum subsp. longum JCM 1217T (NC_015067) 2 385 164 60,3 98,81
Bifidobacterium longum NCTC11818T (NZ_LR134369) 2 385 160 60,3 98,81

*СНИ между близкородственным штаммом и B. longum БИМ B-813 Д.

В геноме B. longum БИМ B-813 Д с помощью базы данных CAZy (http://www.cazy.org/b19291.
html) определено 25 различных семейств генов, кодирующих синтез гликозил-гидролаз (рис. 1). 
Значительное количество гликозил-гидролаз у B. longum БИМ B-813 Д свидетельствует об их важ-
ной роли в метаболизме углеводов растительного и животного происхождения [13]. Наибольшее 

Рис. 1. Семейства гликозил-гидролаз B. longum БИМ В-813 Д

Fig. 1. Glycosyl hydrolases families detected in B. longum BIM В-813 D
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количество гликозил-гидролаз в геноме B. longum БИМ B-813 Д относится к семействам GH13 
(α-глюкозидазы) и GH43 (α-арабинофуранозидазы и β-ксилозидазы). 

Анализ генома B. longum БИМ B-813 Д показал, что способность ферментировать лактозу  
и другие β-галактозиды у исследуемого штамма обеспечивается как минимум пятью β-галакто-
зидазами и одной β-глюкуронидазой/β-галактозидазой, принадлежащими к семействам GH2  
и GH42 (рис. 1). По данным CAZy, белки, представляющие собой продукты генов H8S96_05575 
(lacZ1) и H8S96_06090 (lacZ2), являются представителями семейства GH2. β-Галактозидазы, ко-
дируемые детерминантами H8S96_05555, H8S96_06560 и H8S96_07185 (далее обозначены как 
bgaB1, bgaB2 и bgaB3 соответственно), относятся к семейству GH42. У B. longum БИМ B-813 Д 
обнаружен также домен H8S96_01940, представленный в базах данных как Bgal_small_N (малая 
субъединица димерной β-галактозидазы).

Проведен сравнительный анализ генетических детерминант, кодирующих β-галактозидазы 
близкородственных видов бифидобактерий, и определены последовательности, имеющие высо-
кую степень гомологии с генами β-галактозидаз B. longum БИМ В-813 Д. Результаты сравни-
тельного анализа представлены в табл. 3.

Т а б л и ц а  3. Сравнительный анализ детерминант, определяющих синтез β-галактозидаз,  
в геномах B. longum БИМ B-813 Д и близкородственных видов

T a b l e  3. Comparative analysis of determinants governing the synthesis of β-galactosidases  
in the genomes of B. longum BIM B-813 D and closely related species

Номер локуса (ген) Штаммы со схожими 
генами

Степень 
сходства, % Ген/локус Основная функция продукта гена

H8S96_01940
(Bgal_
small_N)

B. longum 
NCC 2705 97,5 BL1775 Гидролиз концевых остатков β-D-галактозы 

в β-галактозидах
B. scardovii
LMG 21589 79,7 BSCA_0794 Гидролиз концевых остатков β-D-галактозы 

в β-галактозидах
B. callitrichos 
DSM 23973 75,1 BCAL_2078 Гидролиз концевых остатков β-D-галактозы 

в β-галактозидах

H8S96_05555
(bgaB1)

B. bifidum BGN4 89,1 bgaB Гидролиз концевых остатков β-D-галактозы 
в β-галактозидах

B. adolescentis 
ATCC 15703 89,1 bgaB

Гидролиз трансгалактоолигосахаридов. 
Высокоактивен в отношении Гал(β 1‒4)Гал 

и Гал(β 1‒6)-Гал-содержащих олигосахаридов
B. angulatum 
DSM 20098 84,8 BIFANG_ 

03660
Гидролиз концевых остатков β-D-галактозы 

в β-галактозидах

H8S96_05575
(lacZ1)

B. longum 
NCC 2705 99,6 lacZ Гидролиз концевых остатков β-D-галактозы 

в β-галактозидах; трансгликозилирование
B. adolescentis 
(ATCC 15703/ 

DSM 20083/NCTC 
11814/ E194a)

82 BAD_1605 Гидролиз концевых остатков β-D-галактозы 
в β-галактозидах; трансгликозилирование

B. mongoliense 
DSM 21395 79,8 BMON_1218 Гидролиз концевых остатков β-D-галактозы 

в β-галактозидах; трансгликозилирование

H8S96_06560
(bgaB2)

B. longum 
NCC 2705 99,9 bga Гидролиз концевых остатков β-D-галактозы 

в β-галактозидах
B. callitrichidarum 

TRI 5 96,1 DF196_09550 Гидролиз концевых остатков β-D-галактозы 
в β-галактозидах

B. longum subsp. 
infantis HL96

95,9 beta-galIII

Специфичен для β-D-аномер-связанных галактозид-
ных субстратов. Гидролизует 

о-нитрофенил-β-D-галактопиранозид (ONP-Gal)
и 5-бром-4-хлор-3-индолил-β-D-галактозид (X-Gal) 

и в меньшей степени лактозу.  
Перенос β-D-галактозы на молекулу 

β-D-галактозидов (трансгликозилирование)
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Номер локуса (ген) Штаммы со схожими 
генами

Степень 
сходства, % Ген/локус Основная функция продукта гена

H8S96_07185
(bgaB3)

B. longum 
NCC 2705 84,6 bgaB Гидролиз концевых остатков β-D-галактозы 

в β-галактозидах; трансгликозилирование
B. callitrichidarum 

TRI 5 80,5 DF196_03110 Гидролиз концевых остатков β-D-галактозы 
в β-галактозидах; трансгликозилирование

H8S96_06090
(lacZ2)

B. scardovii 
LMG 21589 86,1 BSCA_1953 Гидролиз О-гликозидных связей в β-галактозидах

B. goeldii 
2034B 83,3 D2E25_0287 Гидролиз О-гликозидных связей в β-галактозидах

B. callitrichos 
DSM 23973 82,5 BCAL_1854 Гидролиз сложных углеводов

Основываясь на том, что β-галактозидазная активность штамма B. longum БИМ B-813 Д на 
порядок выше, чем у исходного B. longum subsp. longum MC-42, особый интерес представлял срав-
нительный анализ областей геномов B. longum БИМ B-813 Д и B. longum subsp. longum МС-42, 
кодирующих β-галактозидазы. Последовательность генома B. longum subsp. longum MC-42 пред-
ставлена 29 участками (LNCM01000001.1‒LNCM01000029.1), которые находятся в открытом до-
ступе в базе данных НЦБИ США [10]. В геноме B. longum subsp. longum MC-42 выявлены гены, 
кодирующие синтез трех β-галактозидаз: AS143_00255, AS143_01230 и AS143_04190. Результаты 
сравнительного анализа показали, что области, кодирующие β-галактозидазы bgaB3 B. longum БИМ 
B-813 Д и AS143_04190 B. longum subsp. longum MC-42, идентичны на 99,72 %. Детальный анализ 
аминокислотных последовательностей позволил выявить замену двух аминокислот – у BgaB3 
B. longum БИМ B-813 Д произошла замена в 164-м кодоне (164С→164W) и в 582-м кодоне 
(582V →582A). Транскрипционные факторы lacI, координирующие синтез данных β-галактозидаз, 
полностью совпадают. Последовательность H8S96_06560, кодирующая фермент BgaB2, на 100 % 

Окончание табл. 3

1) последовательность; 2) консервативные домены; 3) надсемейства

Рис. 2. Расположение консервативных доменов в пределах аминокислотных последовательностей белков,  
кодирующих β-галактозидазы B. longum БИМ В-813 Д: I ‒ bgal_small_N; II ‒ bgaB1; III ‒ lacZ1; IV ‒ bgaB2;  

V ‒ bgaB3; VI ‒ lacZ2

Fig. 2. Localization of conservative domains within the amino acid sequences of proteins encoding β-galactosidases  
of B. longum BIM В-813 D: I I ‒ bgal_small_N; II ‒ bgaB1; III ‒ lacZ1; IV ‒ bgaB2; V ‒ bgaB3; VI ‒ lacZ2
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идентична последовательности AS143_00255 у B. longum subsp. longum MC-42. Также выявлено 
100 %-ное совпадение областей геномов lacZ1 B. longum БИМ B-813 Д и AS143_01230 родитель-
ского штамма, но в данном локусе выявлены изменения в регуляции экспрессии гена lacZ1.

Как отмечалось ранее, в геноме штамма B. longum БИМ В-813 Д выявлено 6 локусов, предпо-
ложительно обеспечивающих синтез β-галактозидаз. На основании анализа структурного сход-
ства и аминокислотной последовательности белков представлены консервативные домены ис-
следуемых β-галактозидаз (см. рис. 2).

Рассмотрим более подробно особенности строения и локализации исследуемых β-галакто-
зидаз B. longum БИМ В-813 Д.

β-Галактозидаза Bgal_small_N (малая цепь β-галактозидазы) – уникальный белок, состоящий 
из 206 а. о. (рис. 3). Данная β-галактозидаза является представителем надсемейства Bgal_small_N 
(smart01038) (см. рис. 2, I). По данным ресурса SMART (http://smart.embl.de/smart/do_annotation.
pl?DOMAIN=SM01038), домен обнаруживается, как правило, в N-конце малой цепи димерных 
β-галактозидаз. Основной функцией Bgal_small_N является связывание лиганда с образованием 
замкнутой конформации белка [14].

Ген bgaB1 кодирует β-галактозидазу с молекулярной массой 5 кДа. Данный белок состоит 
всего из 46 а. о., что, по всей видимости, является результатом делеции в этом локусе. На основа-
нии нуклеотидной последовательности гена bgaB1 определена первичная структура белка, ха-
рактерная для надсемейства каталитических доменов альфа-амилазы AmyAc (cl38930) (см. рис. 2, II). 
Большинство ферментов с аналогичными последовательностями гидролизируют крахмал, гли-
коген и родственные олиго- и полисахариды [15]. Отличительной особенностью является нали-
чие рядом с кластером, кодирующим фермент, локуса ДНК, кодирующего домен тримеризации 
данной β-галактозидазы – H8S96_05550 (рис. 4).

β-Галактозидаза LacZ1 – продукт гена H8S96_05575 (lacZ1), является белком с молекулярной 
массой 114,5 кДа, состоящим из 1023 а. о. Фермент относится к семейству GH2 гликозил-гидро-
лаз, к представителям надсемейства lacZ (cl35850) (см. рис. 2, III). С помощью сервиса PSORTb 
определена предполагаемая локализация β-галактозидазы LacZ1 – с высокой вероятностью дан-
ный белок является цитоплазматическим, что подтверждается результатами предыдущих иссле-
дований [16]. Анализ данного локуса генома показал, что рядом с областью, кодирующей lacZ1, 
встроен мобильный элемент ISL3, который потенциально может влиять на регуляцию экспрес-
сии β-галактозидазы LacZ1 [17]. При сравнении локуса H8S96_05575 (lacZ1) B. longum БИМ B-813 Д 
и сходной области генома AS143_01230 B. longum subsp. longum MC-42 установлено, что у B. lon-
gum БИМ B-813 Д в данном локусе присутствует ген транспозазы ISL3 (рис. 4). Предполагается, 
что наличие инсерционной последовательности ISL3 в области lacZ1 приводит к изменению экс-
прессии гена и увеличению продукции β-галактозидазы.

β-Галактозидаза BgaB2, белок с молекулярной массой 77,4 кДа, является продуктом гена 
bgaB2 и входит в состав семейства GH42 гликозил-гидролаз. Нуклеотидная последовательность 
кодирует белок из 691 а. о., содержит консервативную последовательность, характерную для се-
мейства GH42 (pfam02449; CDD:396834), и домен глутаминамидотрансферазы 1-го типа GAT 1 
(cl00020; CDD:412116) (см. рис. 2, IV). Экспрессия гена bgaB2 контролируется репрессорами типа 
LасI и АТФ-зависимыми транспортными белками семейства АВС (рис. 5). Для синтеза BgaB2 

Рис. 3. Генетическая карта локуса, определяющего синтез β-галактозидазы Bgal_small_N бактерии B. longum 
БИМ В-813 Д (обозначены координаты расположения в геноме гена Bgal_small_N, кодирующего β-галактозидазу; 

указаны предсказанные функции продуктов генов)

Fig. 3. Genetic map of the locus defining the synthesis of β-galactosidase Bgal_small_N in bacteria B. longum BIM В-813 D 
(for gene Bgal_small_N encoding β-galactosidase precise position in the genome is indicated; predicted functions  

of gene products are specified)
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важным является транскрипционный фактор LacR из семейства LacI, специфичный к аллолакто-
зе (конформационной форме лактозы), ген которого расположен рядом с геном β-галактозидазы 
bgaB2 и контролирует экспрессию лактозного оперона [18]. Транспортеры типа АВС являются 
первичными, содержат АТФ-связывающие домены, которые обладают АТФазной активностью 
для перемещения субстратов через мембраны клеток. АВС-транспортер состоит из двух пермеаз 
и связывающего белка [19].

Посредством сервиса PSORTb определена предполагаемая локализация β-галактозидазы 
BgaB2. Полученные данные указывают на высокую вероятность внутриклеточной локализации 
белка BgaB2, что подтверждается также результатами предыдущих исследований [16].

β-Галактозидаза BgaB3, продукт гена bgaB3, представляет собой белок с молекулярной мас-
сой 79,8 кДа, который состоит из 719 а. о. Фермент относится к семейству GH42 гликозил-гидро-
лаз. Область, кодирующая фермент, состоит из двух участков: непосредственно β-галактозидазы 
GH42 (pfam02449, CDD:396834) и домена глутаминамидотрансферазы 1-го типа GAT 1 (pfam08532, 
CDD:396931) (см. рис. 2, V). Установлено, что в опероне, кодирующем синтез β-галактозидазы 
BgaB3, находятся транспортеры, которые отвечают за доставку углеводов в клетку: система АВС – 

Рис. 4. Генетическая карта локуса, определяющего синтез β-галактозидаз ВgaB1 и LacZ1 бактерий B. longum БИМ В-813 Д 
(указаны предсказанные функции продуктов генов; обозначены координаты расположения в геноме генов bgaB1  
и lacZ1, кодирующих β-галактозидазу; отмечен гомологичный участкок генома B. longum subsp. longum MC-42)

Fig. 4. Genetic map of the locus determining the synthesis of β-galactosidases ВgaB1 and LacZ1 in bacteria B. longum 
BIM В-813 D (the functions of gene products were predicted; genes bgaB1 and lacZ1 encoding β-galactosidases are 

positioned in accordance with the exact localization in the genome; a homologous locus of B. longum subsp.  
longum MC-42 genome was marked)

Рис. 5. Генетическая карта локуса, кодирующего синтез β-галактозидазы BgaB2 бактерий B. longum БИМ В-813 Д 
(обозначены координаты расположения в геноме гена bgaB2, кодирующего β-галактозидазу;  

указаны предсказанные функции продуктов генов)

Fig. 5. Genetic map of the locus of BgaB2 encoding the synthesis of β-galactosidase in bacteria B. longum BIM В-813 D 
(gene bgaB2, encoding β-galactosidases production is positioned in a strict compliance with its localization in the genome; 

the functions of gene products are predicted)
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для лактозы, раффинозы и мальтозы, система MFS – для лактозы, глюкозы и сахарозы (рис. 6). 
Отличительной особенностью данной области является присутствие транспортера NRAMP 
(Natural Resistance-Associated Macrophage Proteins) (рис. 6), относящегося к семейству высоко-
консервативных мембранных белков, осуществляющих транспорт ионов различных металлов – 
Fe2+, Zn2+, Co2+, Cd2+, Cu2+, Ni2+, Pb2+ и др., что может указывать на потенциальную возможность 
регуляции синтеза β-галактозидазы ВgaB3 ионами металлов [20].

Как и в случае с β-галактозидазой BgaB2, у BgaB3 рядом с областью, кодирующей синтез 
фермента, располагается ген-регулятор лактозного оперона – lacI, который кодирует белок-ре-
прессор (рис. 6). Кроме того, перед промотором lac-оперона располагается сайт связывания  
с активаторным белком БАК (БРЦ), который усиливает транскрипцию данного оперона.

Анализ области генома показал, что рядом с локусом, кодирующим синтез BgaB3, находится 
большое количество мобильных генетических элементов типа IS, которые могут изменять рабо-
ту генов, влияя на регуляцию их экспрессии [17]. В пределах 22 000 п. н. рядом с областью гена 
bgaB3 располагается 9 инсерционных последовательностей шести семейств: IS21, ISL3, IS1249, 
IS110, IS256 и ISBlo2.

Таким образом, установлено, что у B. longum БИМ В-813 Д гены утилизации лактозы и дру-
гих галактозосодержащих углеводов собраны в отдельные кластеры, в которые входят гены ре-
гуляторов транскрипции, MFS- и ABC-транспортеры, β-галактозидазы и пермеазы. Экспрессия 
генов, участвующих в углеводном метаболизме, контролируется репрессорами типа LасI.

С использованием базы данных RegPrecise проведена сравнительная характеристика транс-
крипционных факторов, выявленных у B. longum БИМ В-813 Д, с таковыми у близкородствен-
ных штаммов. В геноме B. longum БИМ В-813 Д нами выявлено 29 транскрипционных факторов 
из семейства LacI, которые регулируют экспрессию генов, участвующих в катаболизме угле-
водов, в ответ на изменение доступных для клеток субстратов. Синтез ферментов, вовлеченных  
в метаболизм лактозы, у бифидобактерий координируется преимущественно транскрипцион-
ным фактором LacR из семейства LacI [21]. Транскрипционные факторы утилизации галактоса-
харов B. longum БИМ В-813 Д и близкородственных штаммов, представленных в коллекции ре-
гулонов прокариотических геномов RegPrecise, детально рассмотрены в табл. 4.

Для всех представленных в табл. 4 видов бифидобактерий установлено, что экспрессия генов 
утилизации лактозы находится под контролем транскрипционных факторов LacR, которые отно-
сятся к консервативным регуляторам метаболизма лактозы и сохраняются у большинства видов 

Рис. 6. Генетическая карта локуса, определяющего синтез β-галактозидазы ВgaB3 у бактерий B. longum 
БИМ В-813 Д (обозначены координаты расположения в геноме гена bgaB3, кодирующего β-галактозидазу;  

указаны предсказанные функции продуктов генов)

Fig. 6. Genetic map of the locus of ВgaB3 defining the synthesis of β-galactosidase in bacteria B. longum BIM В-813 D 
(genome localization of gene bgaB3 encoding the β-galactosidase synthesis is provided; the predicted functions  

of gene products are described)
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бифидобактерий. Данные факторы транскрипции контролируют небольшой набор генов опреде-
ленного метаболического пути. Для B. longum БИМ В-813 Д показано наличие транскрипцион-
ного фактора GalR2 из семейства LacI, регулирующего метаболизм лактозы и галактозы. Участие 
равнозначных транскрипционных факторов, отвечающих за метаболизм одних и тех же углево-
дов, обеспечивают альтернативные варианты регуляторных путей у B. longum БИМ В-813 Д [22].

Т а б л и ц а  4. Сравнительный анализ транскрипционных факторов утилизации углеводов B. longum  
БИМ В-813 Д с аналогичными регуляторами транскрипции у близкородственных штаммов

T a b l e  4. Comparative analysis of the transcription factors controlling the utilization of carbohydrates  
in B. longum BIM В-813 D versus the corresponding transcription controllers in closely related bacterial strains

Регулятор  
транскрипции

B. longum 
БИМ B-813 Д

B. adolescentis 
TCC 15703

B. longum 
NCC2705

B. longum subsp. infantis 
ATCC 15697

Субстраты регулируемых 
метаболических путей

BfrR + + + Фруктоолигосахариды
BgaR + + Бета-галактозиды
GalR2 + Галактоза, лактоза
GlcR + + + + Глюкоза
LacR + + + + Лактоза
MsmR + + + Альфа-галактозиды
RafR + + + + Раффиноза

П р и м е ч а н и е. Знаком «+» отмечено наличие транскрипционного фактора.

Заключение. Анализ нуклеотидной последовательности генома B. longum БИМ В-813 Д по-
зволил выявить гены Bgal_small_N, lacZ1, bgaB1, bgaB2 и bgaB3 и lacZ2, кодирующие синтез 
β-галактозидаз. Ферменты BgaB1, BgaB2 и BgaB3 принадлежат к семейству GH42 гликозил-ги-
дролаз, а LacZ1 и LacZ2 – к семейству GH2. Установлено, что lacZ1, bgaB2 и bgaB3 характери-
зуются высокой степенью идентичности с генами близкородственных видов бифидобактерий  
и, как предполагается, кодируют ферменты, осуществляющие специфические реакции гидроли-
за и трансгликозилирования углеводов. Возможно, высокая β-галактозидазная активность иссле-
дуемого штамма B. longum БИМ В-813 Д обусловлена горизонтальным переносом ISL3 элемента 
в область, регулирующую экспрессию гена lacZ1. Выявлены транспортеры, являющиеся связую-
щим звеном внутриклеточного углеводного метаболизма, а также проанализированы транс-
крипционные факторы, координирующие работу систем утилизации углеводов. Обнаружено 
присутствие транскрипционных факторов из семейства LacI, отвечающих за метаболизм лакто-
зы у B. longum БИМ В-813 Д. Представленные результаты являются основой для детальных ис-
следований β-галактозидаз бифидобактерий.
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