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Микробиологическое производство аминокислот, в том числе и  

L-аргинина, является одной из ведущих отраслей современной биотехно-
логической промышленности. Получение новых перспективных высоко-
активных продуцентов аминокислот с улучшенными биосинтетическими 
показателями является актуальной задачей. В этой области новые возмож-
ности открыла методология генной инженерии. В микробиологическом 
производстве аминокислот традиционно используются коринеформные 
бактерии, обладающие высокими технологиескими характеристиками.  

При разработке подходов создания рекомбинантных штаммов, обес-
печивающих повышенный синтез L-аргинина, представляется целесооб-
разным проведение молекулярного клонирования arg генов в клетках ко-
ринеформных бактерий. Экспрессия этих генов под контролем собст-
венных или гетерологичных сильных промоторов, не подверженных 
регуляции конечным продуктом, приводит к повышению синтетической 
активности и улучшению технологических характеристик штаммов-
продуцентов. 

У коринеформных бактерий ген argJ кодирует синтез монофункцио-
нального фермента орнитинацетилтрансферазы (EC 2.3.1.35, ОАТ), функ-
ция которой заключается в превращении N-ацетилорнитина в орнитин 
переносом ацетилгруппы на глутаминовую кислоту с образованием N-
ацетилглутамата [1 – 3]. Однако было показано, что ОАТ действует как 
бифункциональный фермент, который катализирует две активности цик-
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лического пути биосинтеза аргинина: синтез N-ацетилглутамата из глу-
таминовой кислоты и ацетил-CoA, а также образование орнитина тран-
сацетилированием между N-ацетилорнитином и глутаминовой кислотой – 
и играет существенную роль в процессе биосинтеза L-аргинина [4]. 

Молекулярное клонирование гетерологичного гена argJ в клетках ко-
ринеформных бактерий представляется интересным, так как кодируемый 
этим геном бифункциональный фермент ОАТ ингибируется метаболическим 
интермедиатом L-орнитином, а конечный продукт биосинтеза L-аргинин на 
его активность не влияет [5].  

Целью представленной работы является молекулярное клонирование 
гетерологичного гена argJ G. stearothermophilus, экспрессия которого на-
ходится под контролем сильного промотора Рtrc, в клетках коринефомной 
бактериии и создание новых высокоактивных аргининсинтезирующих ре-
комбинантных штаммов Br. flavum. 

Материалы и методы исследований. В работе были использованы 
штаммы: Br. flavum HK-19A (ile-, D-sers, ArgHxr, TAr, коллекционный 
номер по ЦДМ – ИНМИА 11834) [6], C. glutamicum (arg‾), Е. coli XA4 (F‾ 

argA nalA λ‾ λS trpR hsdR), Е. coli XS1D2R (F‾ ∆(ppc–argE)101 nalA rpoB λ‾ 

hsdR recA), G. Stearothermophilus NCIB 8224 (дикий тип), а также E. coli – 
C. glutamicum челночный экспрессионный вектор pEC-XK99Е 
(GenBankAY219683). 

Для выращивания бактериальных штаммов, принадлежащих к родам 
Brevibacterium и Corynebacterium, в качестве полноценных сред использо-
вали  мясо-пептонный бульон (МПБ) следующего состава: пептон – 10 г, 
NaCl – 5 г, мясная вода – 1 л, и мясо-пептонный агар (МПА), который 
получали добавлением 16-18 г/л агара («Difco», США) в состав МПБ. 
Использовали также полноценные среды CASO-бульон и CASO-агар  
(«Merck», Германия). 

Синтетической средой для культивирования штаммов Вr. flavum и 
C. glutamicum послужила среда Гловера следующего состава, %: NH4Cl – 
0.5; NH4NO3 – 0.1; Na2SO4 –0.2; K2HPO4 – 0.3; KH2PO4 – 0.1; MgSO47H2O – 
0.025; FeSO47H2O – 0.001; MnSO45H2O – 0.001; агар «Difco» – 1.6; 
глюкоза – 0.8, а также биотин – 100 мкг/л; тиамин – 100 мкг/л; L-амино-
кислоты – 40 мкг/мл. 

Для выращивания штаммов E. coli и G. stearothermophilus в качестве 
полноценной среды были использованы среды Luria-Bertani (LВ) LB-
бульон и LB-агар [7]. В качестве синтетической среды для культи-
вирования штаммов E. coli были использованы жидкий и агаризованный 
М9 с необходимыми добавками [7]. L-аминокислоты в М9 добавлялись в 
концентрации 40 мкг/мл. При необходимости в среду добавляли кана-
мицин (Km) до конечной концентрации 50 мкг/мл. Выделение хромо-
сомной ДНК из G. stearothermophilus проводилось в соответствии сo 
следующим протоколом [8]. Выделение и очистку плазмидной ДНК 
осуществляли по протоколу QIAGEN (Германия) с использованием набора 
QIAprep Spin Miniprep Kit. 
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Для анализа ДНК использовали 1% агарозный гель, приготовленный 
на Tris-ацетатном буфере [9]. Электрофорез осуществляли в условиях 80 
вольт в горизонтальном приборе «MINI-SUBCELLGT» («Bio-Rad», США). 
ДНК проявляли бромистым этидием (0.0001% в геле) и анализировали под 
УФ лучами прибора «FOTODYNEInc.» (США) [9]. Амплификацию прово-
дили с использованием следующих этапов: начальная денатурация в тече-
ние 5 мин при 94°C; 30 циклов: денатурация (30 с при 94°C), «отжиг» (30 с 
при 52°C), синтез (2 мин при 72°C); окончательный синтез (7 мин при 72° 
C). Амплификацию ДНК подтверждали электрофорезом. Выделение и 
очистку полученных PCR-фрагментов из агарозного геля осуществляли по 
протоколу QIAGEN с использованием набора QIAquick Gel Extraction Kit. 
Клонирование PCR-фрагментов проводили по протоколу ТА-клониро-
вания «Invitrogen» с использованием PCR4-TOP10-вектора. Рестрикцию 
проводили согласно протоколу «New England Biolabs» (США). Использо-
вали эндонуклеазы рестрикции EcoRI и BamHI. Лигирование проводили 
согласно протоколу «New England Biolabs» с использованием набора 
Quick Ligation Kit и Quick T4 DNA ligase. Трансформация клеток E. coli 
проводили по известному методу [9]. Трансформацию клеток Вr. flavum 
(электропорацию) проводили по описанной методике с некоторыми 
модификациями [10]. Электропорация была осуществленa при помощи 
аппарата, изготовленного в НПЦ «Армбиотехнология», в следующих 
условиях: 320 вольт, 40 микрофарад. 

Способность штаммов к повышенному синтезу L-аргинина определяли 
микробиологическим методом. Колонии испытуемых культур наносили 
штрихами на минимальную среду Гловера, засеянную тест-культурой, 
ауксотрофной по аргинину. Способность продуцировать аргинин оцени-
вали по наличию и размерам зоны роста тест-культуры вокруг анализи-
руемых колоний (штрихов) [11]. 

Для проведения колбочной ферментации отдельные колонии Вr. 
flavum переносили в МПБ или CASO-бульон и выращивали в пробирках в 
течение 16-18 ч при температуре 30ºС. Ферментацию проводили в колбах 
Эрленмейера с емкостью 500 мл с 14 мл ферментационной среды и 1 мл 
посевного материала на качалке при 220-240 об/мин при температуре 31ºC 
в течение 72 ч. 

Для определения аргининпродуцирующей способности была исполь-
зована ферментационная среда следующего состава, %: сахароза – 15.0; 
(NH4)2SO4 – 5.5; KH2PO4 – 0.3; рыбная паста – 1.2; MgSO4×7H2O – 0.1; 
FeSO4×7H2O – 0.001; MnSO4×5H2O – 0/001; CaCO3 – 5.0; биотин – 500 мкг/л; 
тиамин – 500 мкг/л; L-изолейцин – 300 мкг/мл (pH 7.6) [12]. 

Количественное определение L-аргинина в культуральной жидкости про-
водили колориметрически по модифицированному методу Сакагучи, основан-
ному на специфическом окрашивании диацетила с гуанидиновой группой ар-
гинина в присутствии 8-оксихинолина в щелочной среде [13]. Раствор диа-
цетила в пропиловом спирте в присутствии 8-оксихинолина в щелочной среде 
при наличии аргинина обеспечивал стабильную окраску. Измерение прово-
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более высокий выход (на 20%) L-аргинина по сравнению со штаммом-ре-
ципиентом. 

 
Հ. Օ. Քոլոյան, Ս. Ո. Ավետիսյան, Մ. Հ. Պարոնյան, Ա. Ս. Հովսեփյան 

 
Geobacillus stearothermophilus թերմոֆիլ մանրէի argJ գենի կիրառումը 

արգինինի բարձրակտիվ շտամ-արտադրիչի կառուցման համար 
 

Իրականացվել է Geobacillus stearothermophilus թերմոֆիլ մանրէի argJ գենի մոլե-
կուլային կլոնավորումը Escherichia coli –  Corynebacterim glutamicum մաքոքային 
էքսպրեսին վեկտորի վրա կորինեֆորմ բակտերիաների բջիջներում: Կառուցված 
pARGJ ռեկոմբինանտ պլազմիդն օգտագործվել է արգինինի  նոր շտամ արտադրիչ 
ստանալու համար: Որպես շտամ ռեցիպիենտ օգտագործվել է մեր կողմից նախկինում 
ստացված մինչև 25.0 գ/լ L-արգինին սինթեզող Brevibacterium flavum HK-19A շտամը: 
Թերմոֆիլ մանրէի հետերոլոգ argJ գենը կրող նոր կառուցված ռեկոմբինանտ շտամը 
շտամ ռեցիպիենտի համեմատ ապահովում է L-արգինինի ավելի բարձր ելք (20%-ով): 

 
H. O. Koloyan, S. V. Avetisyan, M. H. Paronyan, A. S. Hovsepyan 

 
Application of the argJ Gene of the Thermophilic Bacterium Geobacillus 

stearothermophilus for the Construction of a Highly Active Arginine-
Producing Strain  

 
Molecular cloning of the gene argJ of thermophilic bacterium Geobacillus stearo-

thermophilus on Escherichia coli - Corynebacterim glutamicum shuttle expression 
vector pEC-XK99E in the cells of coryneform bacteria was carried out. To create a new 
arginine- producing strain, the constructed recombinant plasmid pARGJ was used. As a 
recipient, we used the previously obtained Brevibacterium flavum HK-19A strain, which 
synthesizes up to 25.0 g/L of L-arginine. The created new recombinant strain containing 
the heterologous gene argJ of the rmophilic bacterium provides higher yield (by 20%) 
of L-arginine compared to the recipient strain.  
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