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Штамм Rhodococcus rhodochrous М8 является платформенным для разработки биотехнологий био-
каталитического получения акриловых мономеров, сырья для получения акриловых гетерополиме-
ров. Сконструирована генетическая система для изучения кобальт-зависимой транскрипции генов 
нитрилгидратазы в этом штамме, на основе репортерного гена металл-независимой ациламидазы 
из Rhodococcus qingshengii TA37. Показано, что кобальт-регулируемый промотор расположен на зна-
чительном удалении (около 0.5 т.п.н.) от генов нитрилгидратазы. Удаление участка между промото-
ром и генами нитрилгидратазы существенно снижает как активность промотора, так и степень регу-
лируемости кобальтом. Полученные результаты улучшают возможности рационального конструи-
рования регулируемых экспрессионных кассет с использованием промотора генов нитрилгидратазы 
в Rhodococcus и дальнейшей разработки биокатализаторов на основе этих бактерий.
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Работа направлена на изучение особенностей 
системы кобальт-зависимой регуляции транс-
крипции генов кобальт-содержащей нитрилги-
дратазы (далее  – НГ) в  Rhodococcus rhodochrous 
М8 (Pogorelova et al., 1996). Этот штамм является 
платформенным для разработки биотехнологий 
биокаталитического получения акриловых моно-
меров, сырья для получения акриловых гетеро-
полимеров. Система регуляции транскрипции 
генов НГ  в этом штамме состоит из  регулятор-
ной области генов НГ и гена кобальт-зависимо-
го транскрипционного регулятора CblA (Lavrov 
et al., 2018). Эти генетические элементы исполь-
зуются для конструирования штаммов-биоката-
лизаторов на основе Rhodococcus для получения 
акриловых мономеров и дальнейшего получения 
акриловых гетерополимеров (Lavrov et al., 2013; 
Lavrov, Yanenko, 2013; Lavrov et al., 2014; Lavrov 
et al., 2019; Shemyakina et al., 2021; Grechishnikova 
et al., 2023).

Структура регуляторной области генов НГ не-
достаточно изучена, в частности, неизвестна ло-
кализация в ней собственно промотора. В зада-
чи работы входили биоинформатический анализ 

межгенной области перед генами НГ  для выяв-
ления предполагаемого кобальт-индуцибельного 
промотора и экспериментальная локализация это-
го промотора.

Культуры штамма R.  rhodochrous M8 и  его 
производных выращивали в колбах Эрленмейе
ра (объем среды 50 мл) при 30°С и  встряхива-
нии при 300 об./мин на  жидкой минимальной 
синтетической (МС) среде следующего соста-
ва (г/л): Na2HPO4  ⋅ 12H2O ‒ 2.5; KH2PO4 ‒ 1.0; 
MgSO4 ⋅ 7H2O ‒ 0.1; FeSO4 ⋅ 7H2O ‒ 0.004; глюко-
за ‒ 5; мочевина ‒ 6. Если указано в тексте, до-
бавлялись также CoCl2 ⋅ 6H2O ‒ 0.01 г/л и апра-
мицин  ‒ 0.1 г/л. Удельную ациламидазную ак-
тивность клеток измеряли, как описано ранее 
(Lavrov et al., 2018), и выражали в единицах, со-
ответствующих количеству мкМ 4ꞌ-нитроанилина, 
появившегося за 1 минуту в расчете на 1 мг клеток 
по сухому весу (мкМп‑на/мин × мг с.в.кл). Биоин-
форматические инструменты использовали при 
их стандартных настройках, процедуры клониро-
вания проводили согласно рекомендациям фирм-
производителей ферментов. Конъюгационные 
скрещивания, введение плазмид электропорацией 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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и RT-qPCR проводили, как описано нами ранее 
(см. соответствующие ссылки в тексте).

Штаммы R. rhodochrous M8, M33, M33 aam 
и M50 хранятся в БРЦ ВКПМ НИЦ “Курчатов-
ский институт” под номерами Ac-2021, Aс-2017, 
Ас-1960 и Aс-2133 соответственно.

Биоинформатический анализ промоторной об-
ласти генов нитрилгидратазы. Протяженность 
межгенной области перед генами НГ, в которой 
может находиться промотор, определяли с  ис-
пользованием полной последовательности гено-
ма R.  rhodochrous M8 (Novikov et  al., 2021). Для 
обнаружения предполагаемых генов перед гена-
ми НГ использовали как аннотации, полученные 
с помощью NCBI Prokaryotic Genome Annotation 
Pipeline (PGAP) (Tatusova et al., 2016), так и до-
полнительные проверки с помощью InterProScan 5 
software (Jones et  al., 2014). Ближайшей к  nhmB, 
первому гену оперона НГ (на расстоянии око-
ло 0.6 т.п.н.), оказалась предполагаемая открытая 
рамка считывания, обозначенная ΔnhmE, гомо-
логичная части предполагаемого гена nhhE с не-
известной функцией из R. rhodochrous J1 (Komeda 
et al., 1996). Предполагаемая регуляторная область 
протяженностью 0.6 т.п.н. (обозначена также Pnh569, 
рис. 1а) была проанализирована с помощью ресур-
са BPROM (http://www.softberry.com/) и аналогов 
(PromoterHunter (http://www.phisite.org/main/index.
php?nav=tools&nav_sel=hunter), NNPP2.2 (Reese, 
2001), SAPPHIRE.CNN (Coppens et al., 2022).

В результате были выделены два предполагаемых 
промотора: P1 на расстоянии [‒472; ‒419] от старт-
кодона и P2 на расстоянии [‒85; ‒39] (рис. 1б). До-
полнительно, весь регион был проанализирован 
с помощью ресурса EMBOSS palindrome (Rice et al., 
2000) (https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/
help/palindrome) для поиска предполагаемых сай-
тов посадки кобальт-зависимого регулятора, кото-
рые, по литературным данным (Busenlehner et al., 
2003), могут быть несовершенными инвертирован-
ными повторами. Такие повторы были выявлены 
около обоих предполагаемых промоторов (рис. 1б).

Тестирование системы оценки кобальт-зависимой 
транскрипции в Rhodococcus. Экспериментальная 
проверка предсказаний промоторов в исследуемой 
регуляторной области требовала удобной системы 
оценки транскрипционной активности конструи
руемых вариантов этой области. Для этого была 
протестирована система оценки уровней кобальт-
зависимой транскрипции, содержащая в качестве 
репортера ген металл-независимой ациламидазы 
из R. qingshengii TA37 (Lavrov, Yanenko, 2013). Ак-
тивность этого фермента легко измеряется по цвет-
ной реакции гидролиза п-нитроацетанилида, без 
разрушения клеток (Lavrov et al., 2010).

Для тестирования системы использовали штамм 
R. rhodochrous M33 aam, полученный ранее (Lavrov 
et al., 2018) в результате введения гена ациламидазы 

aam в  хромосому штамма R. rhodochrous М33, 
ΔnhmCD производный от штамма М8. Ген вводи-
ли таким образом, чтобы он оказался под транс-
крипционным контролем регуляторной области ге-
нов НГ. Для этого заменяли гены субъединиц ни-
трилгидратазы nhmBA на ген aam при сохранении 
структуры локуса нитрилгидратазы и его регуля-
торной области Pnh569. Замену nhmBA на aam прово-
дили путем двойной рекомбинации с неспособной 
к автономной репликации в родококках плазмидой 
pRY1-Pnh569-aam-nhmG. Рекомбинация проходила 
после конъюгативного введения этой плазмиды 
по методике (Riabchenko et al., 2006) по плечам, 
содержащим последовательности Pnh569 и  nhmG, 
в результате чего был получен штамм R. rhodochrous 
M33 aam (рис. 1в).

Штамм R. rhodochrous M33 aam в течение 1 сут 
выращивали на  жидкой среде в  присутствии 
и в отсутствие ионов кобальта и измеряли ацила-
мидазные активности клеток и уровни транскрип-
ции Pnh569 (с помощью RT-qPCR). В присутствии 

Рис. 1. Структуры ДНК-локусов, описываемых в рабо-
те: a ‒ гены кластера НГ в R. rhodochrous M8. nhmC, 
nhmD – гены амид-зависимых регуляторов транскрип-
ции генов НГ, ΔnhmE – предположительная открытая 
рамка считывания с неизвестной функцией, Pnh569 – 
регуляторная область генов НГ, nhmB, nhmA – гены β 
и α субъединиц НГ соответственно, nhmG – ген белка-
металлошаперона НГ, cblA – ген кобальт-зависимого 
регулятора транскрипции генов НГ; б ‒ предполагае-
мые промоторы (Р1 и Р2) и сайты связывания кобальт-
зависимого регулятора cblA (пары стрелок 1–6) в регу-
ляторной области Pnh569 перед геном nhmB; в ‒ струк-
тура кластера генов НГ в штаммах R. rhodochrous M33 
и R. rhodochrous M33 aam (в последнем гены nhmBA за-
менены на ген ациламидазы aam). ΔnhmD – частично 
делетированный nhmD.
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ионов кобальта ациламидазные активности клеток 
и уровни транскрипции активировались сходно (в 
14 и 16 раз выше, чем без ионов кобальта, рис. 2a 
и 2б). Дополнительно, сходные тенденции ко-
бальт-зависимой активации транскрипции были 
обнаружены в  тех же  условиях роста в  штаммах 
R. rhodochrous М8 и М33, содержащих под контролем 
Pnh569 гены nhmBA (рис. 2б).

Таким образом, ациламидазная активность кле-
ток, в которых aam находится под контролем Pnh569, 

может быть использована для оценки уровней 
транскрипции, инициирующихся в исследуемой 
регуляторной области.

Локализация кобальт-индуцируемого промотора. 
Промоторная активность исследуемой регулятор-
ной области была обнаружена ранее (Lavrov et al., 
2018), однако детальная проверка предсказаний 
промоторов в ней требовала конструирования экс-
прессионных кассет, содержащих разные делеци-
онные варианты этой области. Для проверки функ-
ционирования предполагаемых промоторов P1 
и P2, входящих в регуляторную область Pnh569, была 
сконструирована серия автономно реплицирую-
щихся плазмид на базе плазмиды pRY16 (Lavrov 
et al., 2018), содержащих варианты экспрессионной 
кассеты 2Tfd-PnhN-aam-nhmG-cblA. В этих вариан-
тах репортерный ген ациламидазы aam находился 
под контролем вариантов регуляторной области 
разной протяженности: Pnh569, Pnh408, Pnh235, Pnh157, 
Pnh31 (индекс обозначает длину варианта от старт-
кодона). Фрагмент 2Tfd (двойной терминатор 
транскрипции из  бактериофага fd) был введен 
для снижения влияния возможных вышележащих 
промоторов на активность исследуемого участка. 
Также был сконструирован контрольный вариант 
с максимально короткой регуляторной областью 
Pnh31, не содержавший 2Tfd (рис. 3а).

Плазмиды ввели в штамм R. rhodochrous M50, 
производный от  штамма М8, не  содержащий 
кластера НГ  nhmBAG-cblA; полученные штаммы 
выращивали в  присутствии апрамицина в  тече-
ние 3 сут в присутствии и в отсутствие ионов ко-
бальта. Штамм с  наиболее длинным вариантом 
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Рис. 2. Сравнение активностей промотора НГ по уров-
ням транскрипции и активности репортерного гена 
aam: a ‒ ациламидазные активности клеток в штам-
ме R. rhodochrous М33 aam, выращенных с добавкой 
и без добавки CoCl2; б ‒ уровни транскрипции опе-
рона Pnh569-nhmBAG в штаммах R. rhodochrous М8, М33 
и оперона Pnh569-aam-nhmG в штамме R. rhodochrous 
М33 aam, выращенных в присутствии и в отсутствие 
CoCl2, определенные с помощью RT-qPCR. Все дан-
ные получены при отборе клеток, находящихся в экс-
поненциальной фазе роста.
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Рис. 3. Структуры делеционных вариантов регуляторной области Pnh569 (слева), ациламидазные активности (в середи-
не) и относительное количество мРНК aam-nhmG (справа) в штаммах R. rhodochrous, содержащих репортерный ген aam 
под контролем этих вариантов. a ‒ Варианты регуляторной области, протестированные в составе экспрессионной 
кассеты PnhN-aam-nhmG-cblA на автономной плазмиде pRY16 в штамме R. rhodochrous M50 (стационарные культуры); 
б ‒ варианты регуляторной области, протестированные в составе такой же экспрессионной кассеты, введенной 
в хромосому штамма R. rhodochrous M33 aam (экспоненциально растущие культуры).
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регуляторной области Pnh569 проявил ациламидаз-
ную активность, и  она регулировалась ионами 
кобальта (1.6 ± 0.6 и 0.2 ± 0.1 ед. +/‒ Со2+ соот-
ветственно). Штаммы с укороченными вариантами 
регуляторной  области не проявили ациламидазной 
активности. Контрольный вариант без 2Tfd фраг-
мента проявлял минимальную активность, изме-
рявшуюся на пределе обнаружения использован-
ной методики, около 0.05 ед. (рис. 3a). Последнее 
указывает на  невысокий уровень транскрипции 
с  вышележащих промоторов, не  влияющий су-
щественно на  уровни активности исследуемых 
фрагментов регуляторной области. Полученные 
результаты указывают на то, что для инициации 
транскрипции требовался участок ДНК, содержа-
щий предполагаемый промотор P1.

Для уточнения функции участков регуляторной 
области сконструировали уменьшенный вариант 
Pnh569, обозначенный Pnh190. Этот вариант был 
лишен внутреннего участка, содержащего предпо-
лагаемый промотор Р2. Pnh190 состоял из фрагмента 
165 п.н., содержащего промотор P1, и фрагмен-
та  25 п.н., прилегающего к  старт-кодону nhmB 
(содержит SD-сайт; рис. 3б). Кассету Pnh190-aam 
в составе интегративной плазмиды ввели в хро-
мосому штамма R. rhodochrous М33 aam и таким 
же  образом сконструировали изогенный штамм 
для сравнения R. rhodochrous М33 Pnh569-aam с ре-
гуляторной областью полной длины. Оба штамма 
выращивали в  жидких средах (без апрамицина) 
в присутствии и в отсутствие ионов кобальта в те-
чение 24 ч (до конца экспоненциальной фазы роста). 
Штамм с кассетой Pnh190-aam продемонстрировал 
ациламидазную активность и способность к ин-
дукции ионами кобальта, однако уровень его ак-
тивности в присутствии ионов кобальта оказался 
в  несколько раз ниже, по  сравнению с  уровнем 
активности штамма с кассетой Pnh569-aam в таких 
же условиях (рис. 3б).

Разницы в относительных количествах мРНК 
в  присутствие и  в отсутствие ионов кобальта 
у штаммов М33 Pnh190-aam и М33 Pnh569-aam корре-
лировали с различиями в их ациламидазных актив-
ностях в тех же условиях, т.е. различались в 4 раза 
и на порядок соответственно (рис. 3б).

Таким образом, промоторной активностью 
и способностью к регуляции ионами кобальта об-
ладал участок ДНК, содержащий предсказанный 
промотор P1. Однако сниженные (по сравнению 
с более полным вариантом Pnh569) уровни активно-
сти указывают на существенную роль внутренне-
го участка регуляторной области от ‒404 до ‒26, 
содержащего предполагаемый промотор Р2. При 
этом, варианты регуляторной области, содержа-
щие только предполагаемый Р2 (Pnh408, Pnh235, Pnh157) 
не проявили промоторной активности. В этой свя-
зи интересно отметить, что ранее (Komeda et al., 
1996) в сходной (но не идентичной) регуляторной 

области генов нитрилгидратазы из  штамма 
R. rhodochrous J1 сайты инициации транскрипции 
(TSS) картировались в районе 71 и 48 нуклеотидов 
перед стартовым кодоном nhhB (гомолог nhmB). 
Промотор НГ в штамме J1, соответствующий та-
ким позициям TSS, может располагаться в районе, 
аналогичном участку Р2 в штамме М8 (рис. 1б). 
К  сожалению, Komeda и  соавторы не  приводят 
описания экспериментов по  картированию TSS 
или ссылок на такие описания. Кроме того, в этой 
работе не проведено тестирование промоторной 
активности участка, аналогичного Р2, с помощью 
какого-либо репортера, поэтому оценить достовер-
ность результатов затруднительно. Данные, получен-
ные нами при использовании гена-репортера, указы-
вают на то, что если транскрипция и инициируется 
на  участке Р2, то  количества такого транскрипта 
недостаточно для синтеза измеряемого количества 
ациламидазы.

Возможная роль внутреннего участка в транс-
крипционной активности исследуемой регуля-
торной области может быть связана с наличием 
РНК-эффекторов, например, рибопереключателей 
(Nudler, Mironov, 2004), и/или иных вторичных 
структур. Биоинформатически обнаружить ри-
бопереключатели нам не  удалось (инструмента-
ми Riboswitch Scanner (Mukherjee, Sengupta, 2016) 
и Infernal (Nawrocki, Eddy, 2013)), что позволяет 
лишь говорить об отсутствии в исследуемом участ-
ке известных структур такого рода.

Что касается вторичных структур мРНК, не от-
носящихся к рибопереключателям, на расстоянии 
‒398 и –237 п.н. от старт-кодона гена nhmB (вну-
три области, удаленной при конструировании Pnh190 
варианта) предсказываются две шпильки со стебля-
ми протяженностью 10 и 7 пар нуклеотидов соот-
ветственно (с помощью Unafold (Markham, Zuker, 
2008) и RNAstructure (Reuter, Mathews, 2010). Воз-
можное влияние предполагаемых шпилек на уров-
ни активности регуляторной области, а  также 
других возможных эффектов (например, коопе-
ративных взаимодействий между отдаленными 
участками ДНК (Dandanell et al., 1987), взаимодей-
ствия транскрипционных регуляторов с анализиру-
емыми участками ДНК в исследуемой регуляторной 
области) станут предметом дальнейшего экспери-
ментального изучения.

В результате проведенной работы мы обнару-
жили, что кобальт-регулируемый промотор распо-
ложен на значительном удалении (около 0.5 т.п.н.) 
от контролируемых им генов НГ, что нехарактерно 
для бактериальных промоторов. Участок между 
обнаруженным нами промотором и  НГ генами 
существенен как для уровня транскрипционной 
активности промотора, так и для степени его кон-
троля в присутствии ионов кобальта. Полученные 
результаты выявляют сложность структуры регуля-
торной области генов нитрилгидратазы и создают 
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базис для дальнейших исследований этого прак-
тически значимого промотора, важных для даль-
нейшей разработки биокатализаторов на основе 
бактерий Rhodococcus.
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Structure of the Regulatory Region of Nitrile Hydratase Genes 
in Rhodococcus rhodochrous М8, a Biocatalyst for Production 

of Acrylic Heteropolymers
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Abstract. Rhodococcus rhodochrous strain М8 is a platform for development of the biotechnologies for 
biocatalytic production of acrylic monomers, the raw material for synthesis of acrylic heteropolymers. 
A genetic system for investigation of  the cobalt-dependent transcription of nitrile hydratase genes 
in this strain was constructed, based the reporter gene of the metal-independent acylamidase from 
Rhodococcus qingshengii TA37. The cobalt-regulated promoter was shown to be located at a significant 
distance (~0.5 kb) from nitrile hydratase genes. Excision of the region between the promoter and the 
nitrile hydratase genes decreased significantly both the promoter activity and the degree of regulation 
by cobalt. Our results improve the possibilities for rational design of regulated expression cassettes using 
the promoter of nitrile hydratase genes in Rhodococcus, and for further development of biocatalysts based 
on these bacteria.

Keywords: nitrile reductase, Rhodococcus, biocatalysis, transcription regulation
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