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ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРНОГО ШОКА НА ЭФФЕКТИВНОСТЬ СИНТЕЗА 
ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫХ СОЕДИНЕНИЙ  

БАКТЕРИЯМИ RHODOCOCCUS PYRIDINIVORANS 5Ap

Аннотация. В результате проведенного исследования установлено, что синтез поверхностно-активных соеди-
нений бактериями R. pyridinivorans 5Ар можно повысить путем воздействия на них кратковременным температур-
ным шоком (55 °С в течение 20 мин) через 24 ч выращивания в минимальной солевой среде, содержащей мелассу 
(3 %) и гексадекан (2 %) (индекс эмульгирования увеличивается на 9 %). При данном режиме культивирования реги-
стрировали активацию экспрессии генетических детерминант, которые кодируют глобальные регуляторы клеточного 
метаболизма и выполняют в том числе защитную функцию при стрессе. В частности, показано увеличение в 90,8 ра за 
количества мРНК, определяющей синтез альтернативного транскрипционного фактора SigH, а также генов, содер-
жащих в промоторах сайты его связывания и кодирующих синтез кошаперона (ген fmdB), шаперона (ген hsp22.5)  
и тиоредоксинредуктазы (ген trxB) (соответственно в 59,3; 81,1 и 73,1 раза). Кроме того, показана активация транс-
крипции генов groEL1, groEL2 и dnaJ, обеспечивающая увеличение синтеза белков теплового шока (в 2,2; 2,6  
и 4,4 раза соответственно). Полученные данные позволяют предположить, что увеличение синтеза альтернативного 
фактора сигма Н, активирующего защитный клеточный метаболизм, а также структурных белков теплового шока 
при кратковременном температурном стрессе приводит к возрастанию продукции поверхностно-активных соедине-
ний, что может быть использовано при оптимизации синтеза данных вторичных метаболитов для биотехнологиче-
ского использования.
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INFLUENCE OF A TEMPERATURE SHOCK ON THE SYNTHESIS EFFICIENCY  
OF SURFACTANTS BY RHODOCOCCUS PYRIDINIVORANS 5Ap BACTERIA

Abstract. It was found that the synthesis of surfactants by R. pyridinivorans 5Ap bacteria can be increased by exposing 
them to a short temperature shock (55 °C for 20 minutes) after 24 hour cultivation in a minimal medium containing molasses 
(3 %) and hexadecane (2 %) (9 % increase in the emulsification index). Gene activation encoding global regulators of cell 
metabolism, including those performing a protective function under stress, was recorded in this cultivation mode. In 
particular, the mRNA amount determining the synthesis of the alternative transcription factor SigH increased 90.8 times and 
containing in the promoters its binding sites fmdB cochaperone – 59.3 times, hsp22.5 chaperone – 81.1 times, and the trxB 
gene encoding thioredoxin reductase – 73.1 times. In addition, it was shown that the transcriptional activation of groEL1, 
groEL2 and dnaJ genes determining the synthesis of heat shock proteins was 2.2, 2.6 and 4.4 times, respectively. The obtained 
results suggest that an increase in the alternative factor sigma H synthesis, which activates protective cellular metabolism,  
as well as structural, heat shock proteins under short temperature stress, leads to an increased production of surfactants, 
which can be used to optimize the synthesis of these secondary metabolites for biotechnological use.
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Введение. Бактерии рода Rhodococcus широко используются в экологической биотехнологии 
благодаря их способности утилизировать широкий спектр органических и неорганических со- 
единений природного и антропогенного происхождения [1]. Кроме того, отдельные представите-
ли данного рода являются продуцентами поверхностно-активных веществ (биоПАВ). 

В силу своей высокой активности, специфичности, низкой токсичности и биоразлагаемости 
данные соединения находят применение в различных сферах практической деятельности чело-
века. В частности, для биоремедиации загрязненных территорий от различного рода поллютан-
тов (повышают сродство бактерий к ксенобиотикам, способствуют их транспорту через мембра-
ну бактериальной клетки) [2, 3]; в нефтедобывающей промышленности – для повышения нефте-
отдачи, очистки емкостей от нефти, облегчения транспортировки тяжелой сырой нефти по 
трубопроводам [4]; в пищевой промышленности – для улучшения качества жиросодержащих 
продуктов [5]; в косметической промышленности – в качестве основы для кремов, косметиче-
ских масок, антимикробных агентов [6]; в медицине – для создания антимикробных, иммуно-
стимулирующих, противораковых препаратов [7]. 

Основным препятствием для широкомасштабного производства биоПАВ является их высо-
кая стоимость. С целью снижения затрат на их производство оптимизируют процессы их синте-
за и очистки, а также используют возобновляемые источники питания. 

В качестве продуцента биоПАВ определенный интерес представляют бактерии R. pyridini-
vorans 5Ap, характеризующиеся высокой эмульгирующей активностью и способные утилизиро-
вать широкий спектр органических субстратов. Одновременное присутствие в клетках данных 
микроорганизмов активно функционирующих систем синтеза и деградации делает их удобными 
модельными объектами для изучения процессов клеточного метаболизма.

На эффективность синтеза поверхностно-активных соединений, как и любых других вторич-
ных метаболитов, влияют факторы внешней среды. Оптимизация условий культивирования бак-
терий позволяет повысить продукцию этих соединений в десятки раз. В частности, большую 
роль играют состав среды, источники углерода и азота, а также их соотношение, наличие ми-
кроэлементов, температура, концентрация ионов водорода и др. [8]. Определенный интерес 
представляют стрессовые факторы (например, температурный и осмотический шок), в ответ на 
действие которых в бактериальной клетке индуцируется целый ряд белков, восстанавливающих 
и активирующих ее ферментативный аппарат [9]. 

В ходе предыдущих исследований установлена роль структурных и регуляторного генов,  
кодирующих белки теплового шока, на продукцию биоПАВ бактериями R. pyridinivorans 5Ap.  
В частности, показано, что синтез трегалолипидов у бактерий R. pyridinivorans 5Ap (низко моле-
кулярные эмульгаторы) при разных температурных режимах (28 и 42 °С) зависит от функцио-
нальной активности структурного гена dnaJ и регуляторного гена hrcA. Однако у данных му-
тантов, а также у мутанта с нарушенными генами groESL при пониженной температуре (28 °С) 
эмульгирующая активность сохранялась на уровне дикого типа. При повышенной температуре 
(42 °С) эмульгирующая активность достоверно снижалась у мутантов с нарушенными генами 
hrcA и groESL. Полученные результаты свидетельствовали о сложной химической природе био-
ПАВ, продуцируемых бактериями R. pyridinivorans 5Ар (эмульгаторы, включающие трегалоли-
пиды и соединения иного химического состава), в синтезе которых при разных температурных 
режимах ключевую роль играли регуляторный белок HrcA, шаперон GroE (его синтез повышал-
ся у мутанта с нарушенным геном hrcA при пониженной температуре) и продукт гена dnaJ, вли-
яющий на синтез трегалолипидов [10]. 

Следует отметить, что ген dnaJ кодирует белок, необходимый для функциональной актив-
ности ключевого шаперона DnaK, исправляющего нарушенную конформацию белков, которая 
возникает под действием стрессов, в то время как регуляторный ген hrcA только при пониженной 
температуре детерминирует образование активного репрессора транскрипции генов groESL, 
groEL2 и fmdB, содержащих в промоторных участках сайты его связывания CIRCE. При по-
вышенной температуре HrcA теряет свойство репрессора, в результате чего активируется синтез 
groESL и groEL2. В то же время транскрипция генов fmdB, hsp22.5 и dnaJ при стрессовых усло-
виях может обеспечиваться альтернативным сигма Н фактором, сайты связывания с которым 
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обнаруживаются в промоторных областях данных детерминант [10]. Поскольку белок HrcA, 
утра тив свойство репрессора при повышенной температуре (42 °С), по-прежнему влиял на синтез 
биоПАВ (у мутанта с нарушенным геном hrcA синтез трегалолипидов снижался в 6,6 раза,  
а эмульгирующая активность – в 1,9 раза), можно предположить, что его роль в клетке не огра-
ничивается функцией негативного регулятора транскрипции, а совместно с альтернативными 
сигма Н и сигма В факторами он способен активировать транскрипцию генов клеточного мета-
болизма, как было показано для некоторых грамположительных бактерий [11].

Поскольку белки теплового шока активируются в течение первых 20 мин после воздействия 
стресса [12, 13], представлялось важным установить влияние кратковременного температурного 
воздействия на синтез биоПАВ бактериями R. pyridinivorans 5Ap и оценить возможность его ис-
пользования для увеличения синтеза этих биотехнологически важных соединений.

Целью настоящей работы являлось изучение влияния кратковременного температурного шо-
ка на продукцию поверхностно-активных соединений бактериями R. pyridinivorans 5Ар и  транс-
крипционную активность отдельных генетических детерминант, которые определяют синтез 
белков клеточного метаболизма и выполняют в том числе и защитную функцию при стрессе.

Материалы и методы исследования. В работе использовали штамм R. pyridinivorans 5Ap 
(депонирован в Белорусскую коллекцию непатогенных микроорганизмов Института микробио-
логии НАН Беларуси под номером БИМ В-939 Г). 

Бактерии культивировали в минеральной модицифированной среде Мюнца [14], содержащей 
гексадекан (2 %) и мелассу (3 %). 

Для построения кривой роста ночную культуру бактерий разводили в 10 раз и культивирова-
ли при 28 °С с аэрацией (140 об/мин). Измерение оптической плотности (λ = 600 нм) и определе-
ние числа жизнеспособных клеток осуществляли каждые 2 ч.

Термическую обработку проводили в течение 20 мин при 42, 50, 55 и 60 °С на водяной бане 
после культивирования бактерий в течение 1, 7 или 24 ч. После температурного шока бактерии 
выращивали при 28 °С в течение 72 ч. 

Экстракцию сурфактанта осуществляли с использованием метилтретбутилового эфира [15] 
с последующим разведением полученного препарата в 50 раз. С помощью фенол-сернокислого 
метода [16] на спектрофотометре MetertechSP-8001 (Тайвань) определяли содержание трегалозы, 
являющейся частью гликолипида. Концентрацию сахара устанавливали согласно построенному 
градуировочному графику зависимости оптической плотности раствора от концентрации трега-
лозы (0–130 мг/л) при λ = 483 нм.

Индекс эмульгирования определяли методом, описанным в работе [17], и рассчитывали как 
отношение объема эмульсии, образуемой при перемешивании культуральной жидкости с гекса-
деканом, к общему объему раствора.

ПЦР в реальном времени. Для определения экспрессии генов использовали культуру бакте-
рий R. pyridinivorans 5Ap после термообработки при 55 °С в течение 20 мин. Для получения пре-
паратов тотальной РНК использовали набор Aurum™ Total RNA Mini Kit (Bio-Rad, США), кон-
центрацию РНК определяли спектрофотометрически, качество препаратов – с помощью элек-
трофореза в агарозном геле. Для удаления примесей геномной ДНК выделенную РНК (1 мкг) 
обрабатывали ДНКазой (ThermoFisher Scientific, США). Для синтеза кДНК использовали набор 
RevertAid RT Reverse Transcription Kit (ThermoFisher Scientific, США). 

Реакцию амплификации осуществляли с помощью набора реагентов для проведения ПЦР  
в реальном времени в присутствии красителя SYBR Green I («Синтол», Россия) при режиме: 
95 °C − 3 мин; 95 °C − 20 с, 60 °C − 20 с, 72 °C − 5 с (40 циклов). Контаминация геномной ДНК во 
всех исследуемых образцах не превышала 3 %. В качестве референсного использовали ген 16S 
рРНК (SD − 0,5; CV − 4,8 %). 

Относительное количество мРНК определяли по формуле Pfaffl [18]. Для статистической об-
работки данных применяли непарный критерий Стьюдента с помощью программы RStudio вер-
сии 2022.07.0. Все исследования проведены в пяти независимых повторах.

Для амплификации фрагмента гена groEL в режиме реального времени использовали прай-
меры gro2R-F (5′-cctgctcgtcagctccaaga-3′) и gro2R-R (5′-gtgccgcggatcttgttgag-3′), для гена groESL – 
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gro1R-F (5′-ggcttcctgtcgccctactt-3′) и gro1R-R (5′-gccggactctgcgatcttct-3′), для гена hrcA – hrcRT-F 
(5′-catcggtgaggagacccagttc-3′) и hrcRT-R (5′-atgcgatggttcccggatagtc-3′), для гена dnaJ – dnaJ-F 
(5′-ccaccgagatcaccatcgatcc-3′) и dnaJ-R (5′-gcaccacgacctcgagatgc-3′), для гена fmdB – fmdB-F 
(5′-cacctactcatatgcctgcac-3′) и fmdB-R (5′-gatgccgaccgagttgaagag-3′), для гена hsp22.5 – hsp22-F 
(5′-gacggagaccgaagagggac-3′) и hsp22-R (5’-cagagcactgacgagtgacg-3′), для гена sigH – sigH-F 
(5′-tgtggaagaactgaccgagc-3′) и sigH-R (5′-aggtctcctgtacgaggtcc-3′), для гена trxB – trx-F 
(5′-cccacgattcacgacctcatc-3′) и trxR-R (5′-ggaagttctcgacctcggtg-3′), для референского гена 16S – 
5Ap_835f (5’-gccgtagccaacgcattaag-3′) и 5Ap_1163r (5′-caccttcctccgagttgacc-3′). Для каждой пары 
праймеров эффективность амплификации определяли по значению угла наклона калибровочной 
кривой. Для подтверждения специфичности реакции анализировали кривую плавления и ре-
зультаты электрофореза в агарозном геле.

Статистическую обработку полученных данных осуществляли с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа с использованием программы GraphPadPrism версии 8.0.1 для Windows, 
GraphPad Software (Сан-Диего, Калифорния, СШA), www.graphpad.com.

Результаты и их обсуждение. Бактерии R. pyridinivorans 5Ap обладали высокой эмульги- 
рующей активностью (индекс эмульгирования более 50 %) только при наличии в среде культи-
вирования гексадекана в концентрации 2 % в качестве индуктора. При этом максимальную про-
дукцию биоПАВ регистрировали через 72 ч культивирования в минеральной среде с пониженной 
концентрацией ионов калия, повышенной концентрацией ионов натрия с добавлением двух ва-
лентного железа (модифицированная среда Мюнца) [10, 19]. 

Отсутствие катаболитной репрессии, являющейся отличительной особенностью родококков, 
позволяет им в присутствии легкоусвояемых источников углерода утилизировать широкий спектр 
углеводородных субстратов природного и антропогенного происхождения. При этом наиболее 
распространенные в окружающей среде алканы, образующиеся в результате жизнедеятельности 
бактерий, водорослей и грибов, а также входящие в состав нефти, нефтешламов (отходы перера-
ботки нефти) и нефтепродуктов (составляют от 20 до 50 %) [20], являются индукторами синтеза 
биоПАВ, которые, в свою очередь, облегчают поступление плохо растворимых углеводородных 
субстратов в клетку [1]. 

Возможность использования легкоусвояемых источников углерода при добавлении алканов 
(гексадекана) позволяет применять возобновляемые и дешевые субстраты для синтеза биосур-
фактантов [21]. Анализ продукции биоПАВ бактериями R. pyridinivorans 5Ap позволил устано-
вить, что их выращивание в ранее оптимизированной среде с добавлением 3 % мелассы (отходы 
сахарного производства) в качестве источника углерода и 2 % гексадекана в качестве индуктора 
обеспечивает увеличение синтеза низкомолекулярных эмульгаторов (трегалолипидов) более чем 
в 6 раз (с 0,3 до 2 г/л). В связи с этим все дальнейшие исследования проводили в данной среде, 
пригодной для биотехнологического использования.

Поскольку биоПАВ являются вторичными метаболитами, ключевым моментом для терми-
ческой обработки является стадия роста бактериальной культуры. Кинетику роста бактерий 
R. pyridinivorans 5Ap определяли в минимальной среде с добавлением мелассы (3 %) в качестве 
источника углерода и гексадекана (2 %) в качестве индуктора синтеза биоПАВ. Как следует из 
данных, приведенных на рис. 1, ранняя экспоненциальняя фаза роста начиналась через 1 ч куль-
тивирования, через 7 ч бактерии находились в поздней экспоненциальной фазе, а через 9 ч до-
стигали стационарной фазы. При этом образование биоПАВ начинали фиксировать через 24 ч 
культивирования. 

Бактерии R. pyridinivorans 5Ap подвергали температурному шоку в течение 20 мин (42, 50  
и 60 °С) в ранней (через 1 ч) и поздней (через 7 ч) экспоненциальной фазе роста, а также через  
24 ч культивирования (в стационарной фазе роста). В результате было установлено, что термиче- 
ская обработка бактериальной культуры в экспоненциальной фазе роста (через 1 и 7 ч) не приво-
дит к увеличению эмульгирующей активности, а при воздействии температуры 60 °С наблюда-
ется гибель клеток (значение КОЕ/мл снижалось в 3–4 раза) (табл. 1). 

В связи с этим бактерии в стационарной фазе роста подвергали кратковременному шоку при 
большем количестве температурных режимов (42, 50, 55 и 60 °С). В результате для всех вариан-
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тов наблюдали возрастание эмульгирующей активности, однако статически достоверное увели-
чение синтеза биоПАВ регистрировали только при температуре 55 °С (табл. 2). После данного 
температурного воздействия регистрировали в 2 раза больше жизнеспособных клеток и увели-
чение индекса эмульгирования на 9 %. Однако при этом не выявлено увеличения синтеза трега- 
лолипидов. Полученные данные свидетельствовали о том, что повышенная продукция биоПАВ 
не связана с активацией продукции низкомолекулярного эмульгатора трегалолипида, а обеспе-
чивается соединениями другой химической природы. Известно, что бактерии синтезируют био-
ПАВ, представленные целым рядом химических соединений (например, липопептидами, фосфо-

Рис. 1. Кривая роста бактерий R. pyridinivorans 5Ap в модифицированной среде Мюнца с гексадеканом (2 %)  
и мелассой (3 %)

Fig. 1. Growth curve of R. pyridinivorans 5Ap in a modified Munz medium with hexadecane (2 %) and molasses (3 %)

Т а б л и ц а 1. Эмульгирующая активность и количество жизнеспособных клеток  
после термической обработки бактериальной культуры в экспоненциальной фазе роста

T a b l e 1. Emulsifying activity and the number of viable cells after heat treatment of a bacterial culture  
in the exponential growth phase

Параметр Контроль

Режим термообработки культур 
в экспоненциальной фазе роста 1 ч

Режим термообработки культур 
в экспоненциальной фазе роста 7 ч

42 °С 50 °С 60 °С 42 °С 50 °С 60 °С

Кол-во жизнеспособных клеток, 
KOЕ/мл

(7,11 ± 
1,62)·108

(7,67 ± 
2,24)·108

(6,56 ± 
1,74)·108

(2,63 ± 
0,34)·108

(6,58 ± 
2,39)·108

(7,75 ± 
1,54)·108

(1,94 ± 
0,3)·108

Индекс эмульгирования, % 56,7 ± 2,2 52,3 ± 3,2 56,8 ± 0,1 56,3 ± 4,0 47,7 ± 3,2 55,7 ± 3,3 54,4 ± 1,3

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2 исследуемые параметры определяли через 72 ч культивирования бактерий.

Т а б л и ц а 2. Эмульгирующая активность и количество жизнеспособных клеток через 24 ч  
после термической обработки бактериальной культуры в стационарной фазе роста

T a b l e 2. Emulsifying activity and the number of viable cells after heat treatment of a bacterial culture  
in the stationary growth phase

Параметр Контроль
Режим термообработки культур

42 °С 50 °С 55 °С 60 °С

Кол-во жизнеспособных клеток, 
KOЕ/мл (7,11 ± 1,62)·108 (8,20 ± 2,57)·108 (8,0 ± 2,0)·108 (1,46 ± 0,24)·109 (6,56 ± 2,6)·108

Индекс эмульгирования, % 56,7 ± 2,2 59,8 ± 4,0 58,7 ± 3,3 62,0 ± 2,7 59,1 ± 5,4
p-value >0,05 0,0001 >0,05
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липидами, полисахаридами, липопротеинами и др). Следует отметить, что факт синтеза бакте-
риями R. pyridinivorans 5Ap биоПАВ, отличных от трегалолипидов, отмечался ранее. В част - 
ности, у мутанта с нарушенным геном dnaJ регистрировали снижение синтеза трегалолипидов 
при сохранении эмульгирующей активности на уровне штамма дикого типа [10].

Таким образом, полученные данные свидетельствовали о возможности использования крат-
ковременного температурного шока для повышения синтеза биоПАВ. Данный эффект наблю-
дался через 24 ч культивирования бактерий R. pyridinivorans 5Ар в пригодной для биотехнологи-
ческого использования среде после термической обработки культуральной жидкости при 55 °С  
в течение 20 мин. Представлялось важным установить, происходит ли изменение экспрессии ге-
нов при данных условиях культивирования. Поскольку в качестве стресса использовали темпе-
ратурный фактор, предполагали, что изменения могли затронуть структурные гены, кодирую-
щие белки теплового шока, глобальный регулятор транскрипции сигма Н и детерминанты, со-
держащие в промоторных участках сайты его связывания (trxB, fmdB и расположенный сразу за 
ним ген hsp22.5). 

Особый интерес представлял регуляторный ген hrcA, кодирующий репрессор транскрипции 
генов groELS, groEL2 и fmdB, кодирующих белки теплового шока. Известно, что белок HrcA при 
повышенной температуре теряет свойство репрессора, а следовательно, при данном температур-
ном режиме не обладает функциональной активностью. Однако было установлено, что у мутан-
та с нарушенным геном hrcA при температуре 42 °С более чем в 6 раз снижался синтез трегало-
липидов и в 2 раза уменьшалась эмульгирующая активность [10]. В связи с этим сделано предпо-
ложение, что функция данного белка не ограничивается негативной регуляцией транскрипции  
и при конститутивном синтезе он активирует экспрессию генов совместно с альтернативными 
сигма Н и сигма В факторами, как это установлено для некоторых грамположительных бактерий 
[11]. Среди генов, регулируемых белком HrcA, определенный интерес представляли детерми-
нанты, в промоторах которых обнаружены сайты связывания с фактором сигма Н. Известно, что 
данный альтернативный фактор начинает активно экспрессироваться под действием стресса  
и индуцирует транскрипцию большого числа регулонов, продукты которых обеспечивают вы-
живание бактерий при данных условиях. Следует отметить, что сайты связывания с сигма Н 
обнаруживались в промоторе гена fmdB (дополнительно содержит сайт связывания с базовым 
сигма 70, который перекрывается с последовательностью CIRCE, обеспечивающей взаимодей-
ствие с HrcA) [10, 22]. 

Учитывая тот факт, что в качестве индуктора для синтеза биоПАВ бактериями R. pyridini-
vorans 5Ар использовали гексадекан в большой концентрации, определенного внимания заслу-
живала детерминанта trxB, кодирующая тиоредоксинредуктазу, необходимую для протекания 
окислительных реакций в клетке [23]. В промоторе данного гена присутствовал сайт связывания 
с фактором сигма Н, и активация его экспрессии обеспечивалась данным альтернативным сигма 
фактором совместно с HrcA [11]. Исходя из изложенного выше, транскрипционную активность 
анализировали для генов groELS, groEL2 и dnaJ, кодирующих белки теплового шока, а также 
для гена sigH, определяющего синтез альтернативного фактора транскрипции, и детерминант 
fmdB, hsp22.5 и trxB, содержащих в промоторной области сайт его связывания.

В результате проведенного анализа установлено, что под действием кратковременного тем-
пературного шока в клетках бактерий R. pyridinivorans 5Ар в наибольшей степени увеличивалась 
транскрипция гена, кодирующего альтернативный фактор сигма Н (в 90,8 раза) (рис. 2). Такой 
результат является вполне закономерным, поскольку именно данный альтернативный фактор 
является одним из ключевых, активирующих транскрипцию большого числа регулонов, продук-
ты которых обеспечивают выживание клетки при стрессе [24]. В этом плане весьма показатель-
ными являются гены fmdB, hsp22.5 и trxB, содержащие в промоторах сайт связывания с факто-
ром сигма Н, транскрипция которых возрастала в 59,3; 81,1 и 73,1 раза соответственно (рис. 2).  
В частности, ген trxB, кодирующий необходимую для протекания окислительных реакций тио-
редоксинредуктазу [23]. Активация синтеза данного фермента при наличии в среде углеводород-
ного соединения (в данном случае гексадекана в концентрации 2 %) может играть важную роль 
в его окислении, и, как следствие, влиять на продукцию биоПАВ [19]. 
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Продукт гена hsp22.5 относят к глобальным регуляторам транскрипции. Например, для бак-
терий M. tuberculosis показано, что данный ген, кодирующий белок теплового шока, регулиро-
вал экспрессию 382 генов, активируя транскрипцию оперонов и отдельных генов, продукты ко-
торых обеспечивали выживание бактерий под действием температурного стресса (в частности, 
DnaK, GrpE), а также определяли процессы клеточного метаболизма, такие как синтез белка, 
дыхание, липидный обмен и др. [25]. 

Не менее значимым в стрессовых условиях представляется продукт гена fmdB. Присутствуя 
в геноме большинства прокариот, в том числе в составе оперонов dnaK, он определял синтез бел-
ка, крайне чувствительного к окислительному стрессу [26]. В присутствии активных форм кис-
лорода белок FmdB принимал функционально активную форму и, взаимодействуя с шаперонами 
DnaK и DnaJ, предотвращал необратимую денатурацию более 70 ферментов, необходимых,  
в частности, для процессов окисления и синтеза жирных кислот [22]. Таким образом, можно за-
ключить, что температурный шок приводил к активации систем клеточного метаболизма бакте-
рий R. pyridinivorans 5Ар, в том числе ключевых белков шаперонов, поддерживающих функцио-
нальную активность ферментов при стрессовых условиях (например, DnaK).

Установлено увеличение количества матричной РНК, кодируемой генами groELS, groEL2  
и dnaJ, в 2,2; 2,6 и 4,4 раза соответственно. При этом уровень экспрессии гена hrcA (основной не-
гативный регулятор генов groE) не менялся (рис. 2). Присутствие в промоторной области гена 
hrcA сайта связывания с базовым сигма-фактором (σ70) дополнительно свидетельствовало о кон-
ститутивной экспрессии данной детерминанты при разных температурных режимах [10]. 

Как указывалось ранее, предполагали, что регуляторный белок HrcA может совместно с аль-
тернативным фактором сигма Н активировать экспрессию гена trxB, кодирующего тиоредоксин-
редуктазу. Ожидалось, что при наличии совместной позитивной регуляции белка HrcA и σН бу-
дет наблюдаться снижение уровня транскрипции гена trxB у мутанта с нарушенным геном hrcA, 
однако достоверной разницы в количестве мРНК зафиксировано не было. Тем не менее получен-
ный результат не исключает возможности участия белка HrcA в позитивной регуляции транс-

Рис. 2. Относительное количество мРНК генов в результате температурной обработки при 55 °С бактерий 
R. pyridinivorans 5Ap (28 – контроль без обработки, 55 – пробы с обработкой 55 °С).   

NS – p > 0,05, * – p ≤ 0,05, ** – p ≤ 0,01, *** – p ≤ 0,001

Fig. 2.  Relative mRNA amount as a result of 55°C treatment of R. pyridinivorans 5Ap bacteria. Designations: 28 – control 
without treatment, 55 – samples at 55 °С treatment. NS – p > 0.05, * – p ≤ 0.05, ** – p ≤ 0.01, *** – p ≤ 0.001
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крипции. Для этого необходимо проведение дополнительных исследований, в частности изуче-
ние транскриптома бактерий дикого типа R. pyridinivorans 5Ap в сравнении с мутантом, содер-
жащим нарушенный ген hrcA.

Заключение. Таким образом, полученные данные позволяют предположить, что увеличение 
синтеза альтернативного фактора сигма Н, активирующего защитный клеточный метаболизм,  
а также структурных белков теплового шока при кратковременном температурном стрессе при-
водит к возрастанию продукции поверхностно-активных соединений, что может быть использо-
вано при оптимизации синтеза данных вторичных метаболитов для биотехнологического при-
менения.
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