
35

 ecological genetics 2019;17(2)   eISSN 2411-9202

GENETIC BASIS OF ECOSYSTEMS EVOLUTION

https://doi.org/10.17816/ecogen17235-42

ИСКУССТВЕННАЯ АКТИВАЦИЯ ЭКСПРЕССИИ NIF-ГЕНОВ У КЛУБЕНЬКОВЫХ 
БАКТЕРИЙ EX PLANTA

 © Ан.Х. Баймиев, Р.С. Гуменко, А.А. Владимирова, Е.С. Акимова, З.Р. Вершинина, Ал.Х. Баймиев

Институт биохимии и генетики — обособленное структурное подразделение ФГБНУ «Уфимский федеральный 
исследовательский центр» Российской академии наук, Уфа

Для цитирования: Баймиев Ан.Х., Гуменко Р.С., Владимирова А.А., и др. Искусственная активация экспрессии nif-генов у клубеньковых бакте-

рий ex planta // Экологическая генетика. – 2019. – Т. 17. – № 2. – С. 35–42. https://doi.org/10.17816/ecogen17235-42.

Поступила: 24.01.2019 Одобрена: 17.04.2019  Принята: 17.06.2019

 Исследована возможность модификации регуляции азотфиксации у клубеньковых бактерий Mesorhizobium, Ensifer 

и Rhizobium путем привнесения в их геном дополнительной копии гена nifA под регуляцией бактериальных индуцируе-

мых промоторов. Показано, что экспрессия nifA в рекомбинантных клетках всех трех родов бактерий приводит к появле-

нию незначительной нитрогеназной активности. При этом уровень нитрогеназной активности не имеет явной корреляции 

с уровнем экспрессии привнесенного гена nifA, что, скорее всего, является следствием многоуровневости регуляции азот-

фиксации. Наиболее интересны результаты, полученные с рекомбинантным штаммом Ensifer sp. Mlu10PmNifA, который 

продемонстрировал нитрогеназную активность при свободноживущем состоянии, в несколько раз превышающую таковую 

у контрольного свободноживущего азотфиксирующего штамма Pseudomonas sp. K749. При этом штаммом была утеряна 

способность к клубенькообразованию, а также у рекомбинантных бактерий наряду с нитрогеназной выявлена нитраредук-

тазная активность. 
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 Background. Rhizobia are the most effective nitrogen-fixing organisms that can fix nitrogen only in symbiosis with legumi-

nous plants. The general transcriptional activator of nitrogen fixation genes in diazotrophic bacteria is NifA. In this work, the 

possibility of modifying the regulation of nitrogen fixation in the nodule bacteria Mesorhizobium, Ensifer and Rhizobium was 

studied by introducing an additional copy of the nifA gene into the bacterial genomes during the regulation of induced bacterial 

promoters. Materials and methods. A series of expression genetic constructs with NifA genes of nodule bacteria strains under 

the control of an inducible promoter Pm were created. The resulting constructs were transformed into strains of nodule bacteria. 

The obtained recombinant strains were investigated for the appearance of their nitrogen-fixing activity in the free-living state. 

Results. It was shown that the expression of nifA in recombinant cells of all three genera of bacteria leads to the appearance of 

insignificant nitrogenase activity. At the same time, the level of nitrogenase activity does not have a correlation with the level 

of expression of the introduced nifA gene, which, most likely, is a consequence of the multilevel regulation of nitrogen fixation. 

Conclusion. The possibility of artificial activation of nitrogenase activity in nodule bacteria in the free-living state by introducing 

the NifA regulatory protein gene into bacteria was shown.

 Keywords: nitrogen fixation; nodule bacteria; nifA; recombinant bacteria; plasmid vector; promoter.

ВВЕДЕНИЕ
Усвоение молекулярного азота воздуха — один 

из важнейших биологических процессов, от которого 

во многом зависит жизнь на нашей планете. Наиболее 

эффективными азотфиксаторами являются клубенько-

вые бактерии (ризобии) в симбиозе только с бобовыми 

растениями (за некоторым исключением). Данные бак-

терии характеризуются высокой пластичностью генома, 

рекомбинационной активностью и активной вовлечен-

ностью в процессы горизонтального переноса генов. 

Наиболее интенсивно в горизонтальном переносе генов 

участвуют симбиотические гены nif, fix, nod. Основ-

ной способ горизонтального переноса генов у клубень-

ковых бактерий — конъюгация [1]. Из-за того что 

данный процесс часто прерывается, клетка не всегда 

успевает приобрести все гены, необходимые для де-

терминации азотфиксации, и недостающие гены бакте-

рия теоретически может получить в следующем раунде 
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конъюгации. Поскольку в этом процессе могут участ-

вовать не только представители одного вида, но и бак-

терии разных таксонов, то это приводит к комбинации 

nif-генов разных бактерий, что является элементом 

комбинативного эволюционного процесса [2–4]. Из-

вестно, что гены коровых белков нитрогеназы органи-

зованы в один оперон и наследуются преимущественно 

вместе, чего нельзя сказать о генах вспомогательных 

белков азотфиксации, образующих у многих азотфикси-

рующих бактерий отдельные опероны. Особенно это ха-

рактерно для клубеньковых бактерий, у которых наблю-

дается раз общенность nif-генов по разным оперонам. 

С этой точки зрения данные микроорганизмы выступа-

ют удобным объектом для исследования комбинативной 

эволюции азотфиксации у бактерий. Ген nifA — один 

из наименее сцепленных с генами коровых белков, 

но тем не менее составляет неотъемлемую часть ни-

трогеназной системы ризобий, кодирует регуляторный 

белок NifA, от которого зависит запуск всей нитроге-

назной системы микроорганизмов. Данный белок, буду-

чи энхансерным элементом, запускает экспрессию всех 

генов, участвующих в процессе азотфиксации, и явля-

ется конечным звеном в сигнальном каскаде активации 

генов нитрогеназного комплекса.

У симбиотических свободноживущих азотфиксаторов 

при избытке кислорода ген nifA находится в репресси-

рованном состоянии. В результате этого не происходит 

экспрессии генов нитрогеназного комплекса [5] и нара-

ботки белков нитрогеназы, поэтому ex planta клубень-

ковые бактерии не проявляют азотфиксирующей ак-

тивности. Но на сегодняшний день существуют работы 

по активации генов нитрогеназного комплекса у сво-

бодноживущих азотфиксаторов за счет изменения регу-

ляции экспрессии гена nifA [6]. Известно, что консти-

тутивная экспрессия данного гена у несимбиотических 

азотфиксаторов приводит к увеличению интенсивности 

азотфиксации [7], а также появлению нитрогеназной 

активности при избытке соединений азота в среде [8]. 

В настоящей работе мы оценили возможность индукции 

нитрогеназной активности у ризобий в свободноживу-

щем состоянии при искусственной активации экспрес-

сии гена nifА на детектируемом уровне. Это позволит 

использовать ген nifA клубеньковых бактерий в каче-

стве удобного маркера при изучении функционально-

сти гетерологичных комбинаций nif-генов, поскольку 

данный ген также: 1) является неотъемлемой частью 

азотфиксирующего аппарата всех ризобий; 2) не имеет 

жесткой сцепленности с генами коровых белков нитро-

геназы. Таким образом, по появлению нитрогеназной 

активности у клубеньковых бактерий ex planta при 

искусственной активации гена nifA можно будет судить 

о функциональности данного гена в гетерологичной си-

стеме nif-генов.

Кроме того, возможность активации азотфиксации 

ризобий в сапрофитном состоянии может иметь и прак-

тическое значение. Показано, что некоторые штаммы 

ризобий могут выступать в качестве PGPR (от plant 

growth promoting Rhizobacteria — ризобактерии, спо-

собствующие росту растений) при ассоциативном взаи-

модействии с растениями [9, 10]. Придание им способ-

ности фиксировать азот ex planta может значительно 

улучшить их ростостимулирующие свойства.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использованы штаммы бактерий из кол-

лекции ИБГ УФИЦ РАН «Симбионт» Rhizobium sp. 

VSy9, Ensofer sp.Mlu10 и Mesorhizobium sp. LZh7, 

выделенные из клубеньков дикорастущих бобовых ра-

стений Южного Урала, относящихся к трибам Fabeae, 

Trifolieae и Loteae: горошка лесного (Vicia sylvatica L.), 

люцерны хмелевидной (Medicago lupulina L.) и лядвен-

ца жигулевского (Lotus zhegulensis Klokov) соответст-

венно, а также E. coli штамма XL1-Blue для генно-ин-

женерных манипуляций.

Клубеньковые бактерии культивировали на сре-

де JM (1 % маннитол, 0,05 % K
2
HPO

4
, 0,02 % MgSO

4
, 

0,01 % NaCl, 0,1 % дрожжевой экстракт) при 28 °C, 

E. coli выращивали на среде LB (1 % бактотриптон, 

0,5 % дрожжевой экстракт, 0,5 % NaCl) при темпера-

туре 37 °C. В качестве селективного антибиотика при 

трансформации использовали ампициллин (100 мг/мл). 

Экспрессию генов nifA, находящихся в составе плаз-

миды pJB658, активировали m-толуоловой кислотой 

(2 mM).

Тотальную ДНК из бактерий выделяли лизиро-

ванием клеток в 1 % Triton X100 и 1 % суспензии 

Chelex100. Для этого в 1,5 мл пробирки со 100 мкл 

1 % Triton X100 и 1 % суспензии Chelex100 помеща-

ли небольшое количество бактериальной массы и по-

сле суспензирования инкубировали при температуре 

95 °C 10 мин. Клеточный дебрис осаждали центри-

фугированием при 12 000 g в течение 3 мин. В каче-

стве матрицы для ПЦР брали надосадочную жидкость. 

Плазмидную ДНК выделяли с использованием набора 

diaGene («Диаэм», Россия).

В качестве основы для создания экспрессиру-

ющей плазмиды, несущей ген nifA, была выбрана 

плазмида широкого круга хозяев pJB658 с реплико-

ном RK2 [11, 12]. Последовательность целевого гена 

была наработана методом ПЦР с помощью прайме-

ров nifAviciaNdeIF 5’-tttgtacatatgattaaaccagaggcgcggctccata-3’ 
и nifAviciaBamHIR 5’-ttacggggatcctggcgatcgcggtcactccttcttcaca-3’, 
в состав которых были внесены сайты рестрикций: в пе-

редний праймер сайт рестрикции Nde1, в состав заднего 

праймера сайт рестрикции BamH1. Амплифицируемый 

продукт содержал ген nifA размером 1560 п. н. Наличие 

сайтов рестрикции на концах получаемого ПЦР-про-

дукта облегчало направленное клонирование целевой 

последовательности и давало возможность попадания 

в рамку считывания (рис. 1).
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Трансформацию клеток векторными конструкци-

ями проводили методом электропорации на приборе 

MicroPulser (BioRad, США) с помощью программы 

и протокола для трансформации агробактерий в 0,1 см 

электропорационной кювете. Электрокомпетентные 

клетки готовили согласно методике, описанной Лин [13].

Визуальное наблюдение флуоресцентно меченных 

бактерий осуществляли на флуоресцентном микроскопе 

AxioImager M1 (Carl Zeiss, Германия). Для детекции GFP 

использовали набор светофильтров № 10 (полоса возбуж-

дение BP — 450–490, испускание BP — 515–565).

Для оценки экспрессии nif-генов методом ОТ-ПЦР 

РНК выделяли с применением набора FastRNA Pro Blue 

Kit (США). Первую цепь ДНК, комплементарную мРНК, 

получали при помощи фермента MMLV-ревер тазы (обрат-

ной транскриптазы вируса лейкемии мышей) («Евроген», 

Россия). Реакцию проводили при 42 °C в течение 2 ч. 

Реакционная смесь содержала 1–5 мкг РНК, 20 мкМ 

случайного гексамерного праймера (Fermentas, США), 

однократный буфер для ревертазы (50 мМ трис-HCl pH 

8,3, 10 мM MnCl
2
, 10 мМ DTT, 0,5 мМ спермидина), 

по 500 мкМ каждого из дезоксинуклеотидтрифосфатов 

и 5 единиц MMLV-ревертазы. После инкубации реакцион-

ную смесь инактивировали нагреванием до 70 °C 10 мин. 

Полученные образцы разделяли на аликвоты и для поста-

новки ОТ-ПЦР использовали следующие праймеры: 

• NifHF (5’-acgctagccgcccttgtgga-3’),

NifHR (5’-gagttcgcgatcggtttgacg-3’) для амплификации 

фрагмента гена nifH размером 513 п. н., 

• NifAF (5’-cggcagcgcgacggtgacatt-3’),

NifAR (5’-caagaggagcgccgaagaaca-3’) для амплифика-

ции фрагмента гена nifA размером 246 п. н.

Белки из культуры клеток клубеньковых бактерий 

выделяли методом, описанным в работе [14]. Белки 

на PVDF-мембрану (BIO-RAD, США) для Вестерн-

блот-анализа переносили согласно методике, описанной 

в работе [15], в приборе MiniTrans-Blot® Module 170–

3924EDU Bio-Rad (США) при 4 °C в течение 1 ч при 

напряжении 100 В и силе тока 18–22 мА. Для обна-

ружения белка NifH были использованы поликлональ-

ные куриные антитела, полученные к коровому белку 

нитрогеназы NifH (Agrisera, Швеция). Мембрану обра-

батывали раствором антител, разведенных в 1000 раз 

в TBS-буфере (20 mM трис-основание, 150 mM NaCl) 

с добавлением 1 % сухого обезжиренного молока 

и 0,1 % Твин-20 и инкубировали в течение 10–16 ч 

в холодильнике (+4 °C). После этого раствор первич-

ных антител сливали, а мембрану промывали в TBS-бу-

фере с добавлением 0,1 % Твин-20.

Детекцию первичных связанных с антигеном ан-

тител на мембране выполняли с помощью вторичных 

моноклональных кроличьих антител на поликлональные 

куриные антитела, меченные пероксидазой хрена HRP 

(Agrisera, Швеция). Сыворотку разводили в объеме 

0,2 мл MQ воды. Полученный раствор (2 мкл) разводи-

ли в 10 мл TBS-буфера с добавлением 0,01 % Твин-20. 

Мембрану инкубировали в растворе вторичных антител 

в течение 1,5–2 ч при комнатной температуре. Детек-

цию пероксидазы на мембране проводили с помощью 

хромогена DAB «Cell Marque Corporation» (США).

Для определения нитрогеназной активности микро-

организмы культивировали 1–2 суток на жидкой без-

азотной питательной среде с селективными антибио-

тиками и индукторами в необходимых концентрациях 

в термостатируемом орбитальном шейкере ES20 при 

160 об/мин и оптимальной температуре роста 28 °C 

до числа КОЕ = 1 – 2 · 108. После этого от каждого 

образца отбирали по 1 мл культуральной жидкости 

и вносили в стерильные стеклянные флаконы объемом 

15 мл. В каждый флакон предварительно было внесе-

но по 5 г стерильного песка в качестве носителя. По-

сле внесения культуральной жидкости влажность песка 

составляла 60 % полной влагоемкости. Для каждого 

рекомбинантного штамма и штаммов-контролей ис-

Рис. 1. Стратегия клонирования генов nifA в плазмиду pJB658

pJB658
pJB658

рамка считывания с сайта Nde1

pJBNifA

nifA
nifA
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пользовали по 10 флаконов с пробами в трех повтор-

ностях (30 проб на один штамм). Для контроля неспе-

цифического этиленогенеза требовалось 10 флаконов 

с песком, влажность песка составляла 60 % полной 

влагоемкости. Флаконы, закрытые ватными пробка-

ми, инкубировали 24 ч при температуре 28 °C, по-

сле чего закрывали резиновыми пробками и внутрь 

каждого флакона вводили ацетилен до концентрации 

10 % по объему. Через 1–1,5 ч инкубации шприцем 

отбирали пробы газа в объеме 1 мл. Содержание аце-

тилена и этилена определяли на газовом хроматогра-

фе Shimadzu Gas Chromatograph GC-2014 (Япония) 

с пламенно-ионизационным детектором по времени 

выхода каждого газа.

Содержание обменного аммония почвы определяли 

фотометрическим методом (ГОСТ 26489-85) в пяти по-

вторностях. Для анализа использовали фильтраты вытя-

жек из почвы не инокулированной, инокулированной ре-

комбинантными и дикими вариантами штаммов ризобий. 

В 100 мл стеклянные колбы отбирали по 2 см2 фильтра-

тов и раствора сравнения (раствор 0,25 мг/см3 NH
4
Cl). 

Далее к пробам добавляли по 40 см3 окрашивающего 

раствора (раствор 5,7 % салициловокислого натрия, 

1,7 % виннокислого калия-натрия, 2,7 % гидроокиси 

натрия, 0,04 % нитропруссида натрия, 0,2 % трило-

на Б), затем по 2 см3 0,125 % раствора NaOCl. Раст-

воры тщательно перемешивали и через 1 ч фотометри-

ровали на фотоэлектрическом фотометре КФК 3-01 

в стеклянных кюветах толщиной просвечиваемого слоя 

1 см относительно раствора сравнения при длине вол-

ны 655 нм. Каждый фильтрат измеряли в трех повтор-

ностях.

По результатам фотометрирования строили градуи-

ровочный график зависимости показаний фотоэлектро-

колориметра от концентрации аммония в пробах. Ре-

зультат выражали в миллионных долях с округлением 

до первого десятичного знака.

Массовую долю азота нитратов в пересчете на су-

хую почву (X
1
) в миллионных долях вычисляли по фор-

муле: X
1
 = X · K

1
 · K

2
, где X — массовая доля азота ни-

тратов, млн–1; K
1
 и K

2
 — коэффициенты, учитывающие 

массовую долю влаги в почве и увеличение экстрагиру-

ющего раствора, взаимодействующего с анализируемой 

пробой, за счет содержащейся в почве влаги.

Содержание нитратов определяли ионометрическим 

методом (ГОСТ 26951-86). Метод основан на извле-

чении нитратов раствором алюмокалиевых квасцов 

(1 % K
2
SO

4
) при соотношении массы пробы почвы 

и объема раствора 1 : 2,5 и последующем определе-

нии нитратов в вытяжке с помощью ионоселективного 

электрода. Для анализа использовали фильтраты вытя-

жек из почвы не обработанной, обработанной реком-

бинантными штаммами и дикими штаммами клубень-

ковых бактерий. Пробы почвы массой 20 г помещали 

в конические стеклянные колбы. К пробам приливали 

по 50 см3 1 % раствора K
2
SO

4
. Пробу с раствором пе-

ремешивали в течение 3 мин. С помощью полученных 

суспензий рассчитывали содержание нитратов. Перед 

измерениями суспензии взбалтывали. Нитратный ионо-

селективный электрод тщательно ополаскивали дистил-

лированной водой и выдерживали его в дистиллирован-

ной воде в течение 10 мин. После этого электродную 

пару погружали в суспензию и считывали показания 

прибора не ранее чем через 1 мин после прекращения 

заметного дрейфа показаний прибора.

На основании определения ЭДС (в милливольтах) 

в растворах сравнения строили градуировочный гра-

фик зависимости показаний рН-метра милливольтметра 

от концентрации нитратов в пробах. Результат выражали 

в миллионных долях с округлением до первого десятич-

ного знака.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На сегодняшний день известно множество различ-

ных сигнальных каскадов запуска азотфиксации у бак-

терий. Последним этапом транскрипционной регуля-

ции у многих азотфиксирующих бактерий, в том числе 

и микроорганизмов, входящих в состав группы клу-

беньковых бактерий, является запуск экспрессии генов 

нитрогеназного комплекса в результате их активации 

регуляторным белком NifA [16].

Нами были созданы серии генно-инженерных кон-

струкций с генами nifA штаммов клубеньковых бактерий 

под управлением индуцируемого промотора Pm [17, 18], 

основой для которых послужила плазмида широкого 

круга хозяев pJB658 с репликоном Т2: pJB658nifAvicea, 

pJB658nifAMesorh, pJB658nifASinorh, с генами nifA 

Rhizobium sp.VSy9, Ensifer sp. MLu10 и Mesorhizobium 

sp. LZh7 соответственно. Для того чтобы удостоверить-

ся в работоспособности конструкций на основе плазми-

ды pJB658, в штаммах ризобий была параллельно со-

здана подобная конструкция, где вместо целевого гена 

был встроен репортерный ген зеленого флуоресцентного 

белка TurboGFP. При трансформации данной конструк-

цией ризобий Rhizobium sp. (VSy9), Ensifer sp. (MLu10) 

и Mesorhizobium sp. (LZh7) на среде с метилбензойной 

кислотой образовывались зеленоокрашенные клоны бак-

терий, что показывает функциональность промотора Pm 

в анализируемых бактериях. В дальнейшем конструкции 

с генами nifA были трансформированы в вышеперечис-

ленные штаммы клубеньковых бактерий. В данной ра-

боте были созданы рекомбинантные штаммы на основе 

штаммов — доноров целевого гена. По сути, в бактери-

альные клетки была добавлена своя же копия гена nifA, 

но только регулируемая индуцируемым промотором. По-

лученные штаммы были проанализированы на появление 

у них азотфиксирующей активности в свободноживущем 

состоянии ацетиленовым методом.

При анализе рекомбинантного штамма Rhizo-

bium sp.VSy9 с конструкцией pJB658nifAvicea 
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(штамм VSy9PmNifA) уже без индукции было обнару-

жено появление у исследуемых микроорганизмов ни-

трогеназной активности. Интересно, что при слабой 

индукции наработки NifA наблюдалось снижение ак-

тивности азотфиксации (рис. 2).

Рекомбинантный штамм Mesorhizobium sp. LZh7 

с конструкцией pJB658nifAMesorh (штамм LZh7PmNifA) 

также проявлял нитрогеназную активность вне расте-

ний. При этом минимальная индукция гена nifA не меня-

ла достоверно уровень редукции ацетилена. Как извест-

но, бактерии рода Mesorhizobium содержат две копии 

гена регуляторного белка NifA: nifA1 и nifA2 [19–21]. 

Поскольку в регуляции генов азотфиксации участвует 

вариант nifA2 гена, а nifA1-копия не оказывала вли-

яния на азотфиксирующую активность [22], в данной 

работе был использован только один вариант гена, го-

мологичный nifA2. Возникновение в нашем случае у ре-

комбинантного штамма Mesorhizobium sp. LZh7nifA 

способности восстанавливать ацетилен до этилена 

в свободноживущем состоянии подтверждает, что имен-

но вариант nifA2 гена регуляторного белка NifA участ-

вует в активации нитрогеназного комплекса.

Совершенно неожиданный результат был получен 

при анализе рекомбинантного штамма Ensifer sp. MLu10 

с конструкцией pJB658nifASinorh (рекомбинант ный 

штамм Mlu10PmNifA). У данных микроорганизмов была 

обнаружена способность к восстановлению ацетилена, 

превышающая более чем в 6 раз таковую у референтно-

го штамма Pseudomonas sp. К749, при этом слабая ин-

дукция, так же как и в случае Rhizobium sp.VSy9PmNifA, 

приводила к снижению активности нитрогеназы. Скорее 

всего, для индукции азотфиксирующей активности доста-

точно незначительного количества регуляторного белка, 

а повышение его концентрации уже не оказывает пря-

мого влияния на нитрогеназную активность бактерий, 

поскольку на данный процесс, вероятно, начинают воз-

действовать другие лимитирующие факторы [23–25].

Для проверки данного предположения был прове-

ден ОТ-ПЦР-анализ экспрессии гена регуляторного 

белка nifA, а также одного из генов коровых белков 

нитрогеназы nifH у полученных нами рекомбинантных 

штаммов. Было обнаружено, что индукция промотора 

целевого гена nifA приводит к активации его тран-

скрипции (выражено на фореграмме в виде появления 

соответствующих продуктов ПЦР, рис. 3), чего не на-

блюдается у неиндуцированных образцов. Судя по все-

му, при отсутствии индуктора нарабатывается незна-

чительное количество матричной РНК целевого гена, 

в связи с чем детектировать ее не получается.

При анализе экспрессии гена nifH было обнаруже-

но, что транскрипция данного гена у рекомбинантных 

штаммов наблюдается как при индукции экспрессии 

гена nifA, так и без нее (см. рис. 3).

Рис. 2. Анализ нитрогеназной активности бактерий. 1 — Rhizo bium sp.VSy9PmNifA; 2 — Mesor hizo bium sp. LZh7PmNifA; 

3 — Ensifer sp. Mlu10PmNifA; 4 — контроль (Pseu domonas sp. К749 — свободноживущий азотфиксатор). К
1
, К

2
, К

3
 — дикие 

варианты штаммов клубеньковых бактерий

Рис. 3. ОТ-ПЦР-анализ транскрипционной активности ге-

нов nifA (a) и nifH (б) в клетках диких и рекомбинан-

тных штаммов ризобий Rhizobium sp. VSy9, Mesorhi-

zobium sp. LZh7, Ensifer sp. Mlu10. 1 — дикие штаммы 

бактерий; 2 — рекомбинантные штаммы бактерий без 

индукции; 3 — рекомбинантные штаммы бактерий 

с индукцией; 4 — ПЦР тотального препарата нуклеи-

новых кислот рекомбинатных бактерий после обработ-

ки ДНКазой; 5 — отрицательный контроль

а

б

1 2 3 4

Контроль сравнения

Штаммы, выращенные 
на среде без индуктора

Штаммы, выращенные 
на среде с индуктором

мк
г N

2/м
л/
ч
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Таким образом, общий уровень наработки ма-

тричной РНК гена nifH хотя и зависит от белка NifA, 

но не имеет прямой зависимости от уровня экспрессии 

ее гена, что еще раз подтверждает сложный многоуров-

невый механизм индукции азотфиксирующей активно-

сти у ризобий.

Штаммы на наличие белка NifH исследовали методом 

дот-блот-анализа, поскольку при использовании вестерн-

блот-метода с разделением белков в полиакриламидном 

геле при анализе тотального белка рекомбинантных 

штаммов проявлялась только одна целевая полоса. 

Было показано, что NifH отсутствует у диких штаммов 

в свободноживущем состоянии. Во всех рекомбинантных 

штаммах белок NifH присутствует как при индукции при-

внесенного гена nifA, так и без нее (рис. 4).

Таким образом, искусственная активация гена nifA 

у всех взятых в анализ штаммов бактерий, относящих-

ся к трем основным родам ризобий, приводит к появ-

лению у них детектируемой нитрогеназной активности 

ex planta. Возникновение нитрогеназной активности 

без индукции целевого гена, возможно, объясняется 

так называемым «протеканием» промотора Pm, при ко-

тором наблюдается слабая экспрессия гена под управ-

лением данного промотора. И та незначительная про-

дукция целевого белка, которая происходит при этом, 

может вызывать индукцию нитрогеназной активности.

Взаимоотношение растений и ростостимулирующих 

микроорганизмов — сложный процесс, в котором за-

действованы продукты десятков, а то и более генов. 

Любые изменения в данном механизме могут повлиять 

на взаи модействия с растениями. Мы проверили как 

сказалось изменение регуляции азотфиксации у ре-

комбинантных ризобий на способность образовывать 

клубеньки по сравнению с их исходными дикими штам-

мами.

Было выявлено, что привнесение в клетки ризобий 

дополнительной копии nifA под управлением бакте-

риальных промоторов несущественно повлияло на их 

способность к клубенькообразованию. Разница с ди-

кими типами штаммов не имела достоверных различий 

(данные не показаны). Исключение составил рекомби-

нантный штамм Ensifer sp. Mlu10PmNifA, показавший 

наибольшую нитрогеназную активность, инокуляция 

которым не приводила к образованию клубеньков. Ве-

роятно, у данного штамма за счет рекомбинации про-

изошли более существенные изменения экспрессии 

генов, участвующих в образовании симбиоза с расте-

нием-хозяином, по сравнению с другими рекомбинант-

ными штаммами.

Поскольку штамм Ensifer sp. Mlu10PmNifA про-

демонстрировал высокую азотфиксирующую актив-

ность, нами было исследовано изменение в почве 

количества азотных соединений при внесении в нее 

данных бактерий. Было обнаружено, что через 30 дней 

после инокуляции почвы бактериями содержание 

в ней аммонийного азота существенно увеличилось. 

Но в то же время количество нитратного азота зна-

чительно уменьшилось (табл. 1). Это может говорить 

о том, что бактерии данного штамма способны пере-

ключаться на нитратное дыхание, блокируя поступле-

ние кислорода. Именно это обстоятельство, вероятно, 

позволяет им проявлять высокую азотфиксирующую 

активность. Такая возможность уже была показана 

для E. meliloti 1021 при первоначальной инкубации 

в условиях низкой концентрации кислорода (2 %) [26]. 

Способность клубеньковых бактерий к денитрифика-

Рис. 4. Дот-блот-анализ продукции белка NifH рекомбинантными штаммами клубеньковых бактерий, выращенными на пита-

тельной среде без и с добавлением индуктора m-толуоловой кислоты (0,5 мМ). 1 — положительный контроль штамма 

Pseudomonas sp. К749; 2 — нерекомбинантный штамм бактерий Rhizobium sp. VSy9; 3 —нерекомбинантный штам-

мм бактерий Ensifer sp. Mlu10; 4 — нерекомбинантный штамм бактерий Mesorhizobium sp. LZh7; 5 — рекомбинант-

ный штамм бактерий Rhizobium sp. VSy9PmNifA, культивируемый на среде без индуктора; 6 — рекомбинантный штамм 

бактерий Ensifer sp. Mlu10PmNifA, культивируемый на среде без индуктора; 7 — рекомбинантный штамм бактерий 

Mesorhizobium sp. LZh7PmNifA, культивируемый на среде без индуктора; 8 — рекомбинантный штамм бактерий 

Rhizobium sp. VSy9PmNifA, культивируемый на среде с индуктором; 9 — рекомбинантный штамм бактерий Ensifer sp. 

Mlu10PmNifA, культивируемый на среде с индуктором; 10 — рекомбинантный штамм бактерий Mesorhizobium sp. 

LZh7PmNifA, культивируемый на среде с индуктором

1 2 63 74 85 9 10

Образец NH4 
сол., мг/кг NO3 

квасц., мг/кг

Почва без обработки 30,86 ± 3,2 1050 ± 11

Инокуляция диким штаммом Ensifer sp. Mlu10 31,15 ± 2,7 1050 ± 13

Инокуляция рекомбинантным штаммом Ensifer sp. Mlu10PmNifA 83,6 ± 1,6 355 ± 7

Таблица 1
Анализ состава и количества азотных соединений в почве
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ции играет ключевую роль в предотвращении раннего 

образования клубеньков [27, 28]. Потеря рекомби-

нантными штаммами способности к клубенькообразо-

ванию и появление у них нитратного дыхания могут 

быть взаимосвязаны.

Таким образом, посредством изменения регуляции 

экспрессии гена nifA возможно индуцировать у клу-

беньковых бактерий азотфиксирующую активность вне 

растений. Степень данной активности не напрямую за-

висит от уровня экспрессии регуляторного белка. Ни-

трогеназная активность у рекомбинантных по гену nifA 

штаммов при этом имеет уверенно детектируемый уро-

вень, хотя он значительно ниже такового у свободных 

азотфиксаторов. В отдельных случаях рекомбинантные 

штаммы могут проявлять суперазотфиксирующие свой-

ства, которые значительно превосходят данные свойст-

ва у свободноживущих азотфиксаторов.

Работа выполнена с привлечением приборного 

парка ЦКП «Биомика» Института биохимии и гене-

тики УФИЦ РАН в рамках госзадания (тема № АА-

АА-А16-116020350028-4) при финансовой поддер-

жке гранта Российского фонда фундаментальных 

исследований № 18-34-00034 мол_а, № 18-34-20004 

мол_а_вед и гранта по инновационным исследованиям 

«У.М.Н.И.К.» А.А. Владимировой (№ 12605ГУ/2017). 

Создание плазмидных экспрессионных конструкций 

осуществлено при финансовой поддержке Российского 

научного фонда (грант № 17-74-30012).
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