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ТРАНСФОРМАЦИЯ СФЕРОПЛАСТОВ 
STRE PTOCOCCUS LACTIS ПЛАЗМИДАМИ 

Определены оптимальные условия получения трансформабельных сферопластов S. Iac-
Hs с помощью лизоцима. Установлено, что жизнеспособность клеток S. Iaclis быстро 
падает с увеличением концентрации лизоцима и времени инкубации с ним. 

Осуществлена трансформация сферопластов чужеродными гетерологичными плаз-
мидами pRT84 и pLF2. Показана экспрессия в клетках S. Iactis гена Bacillus amylo-
liquefaciens, кодирующего а-амилазу, клонированного в составе pRT84. 

Введение. Молочные стрептококки широко используются в производ-
стве кисломолочных продуктов и в сыроделии. Некоторые штаммы 5. 
Iactis являются продуцентами пептидного антибиотика низина, который 
применяется в качестве консерванта в пищевой промышленности. Транс-
формация молочных стрептококков плазмидами является важной пред-
посылкой д л я их генетического изучения и применения методов генной 
инженерии в селекционной работе с ними. 

В последние годы описано получение протопластов S. Iaetis и 
трансформация их как собственными, так и некоторыми чужеродными 

,плазмидами [1 —10] . В этих работах для удаления клеточной стенки 
Использовали лизоцим из яичного белка, мутанолизин (N-ацетилмура-
мидазу из Streptomyees globisporus) или их комбинацию, а т а к ж е осу-
ществляли дополнительную обработку клеток протеолитическими фер-
ментами и определенными препаратами а - а м и л а з ы [2—4] . Однако опи-
санные методики плохо воспроизводятся в различных лабораториях 
[11] . Причины, влияющие на эффективность трансформации протоплас-
тов S. Iaetis плазмидами , до сих пор слабо изучены. Следует т а к ж е от-
метить, что применение мутанолизина для растворения клеточной стен-
ки у молочнокислых бактерий ограничено малодоступностью этого пре-
парата . 

Ц е л ь ю настоящей работы является определение оптимальных ус-
ловий получения трансформабельных сферопластов 5 . Iaetis с помо-
щью лизоцима. Кроме того, интересно было изучить возможность под-
д е р ж а н и я в клетках молочных стрептококков некоторых чужеродных 
плазмид, перспективных д л я использования их в качестве векторов при 
молекулярном клонировании. 
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Материалы и методы. Б а к т е р и а л ь н ы е ш т а м м ы и π л а з м и д ы. Ш т а м м 
В. subtilis (pRT84), с о д е р ж а щ и й п л а з м и д у pRT84, получен от А. В. Сорокина ( В Н И И г е -
нетика ) . П л а з м и д а pRT84 сконструирована на основе репликона pSM 19035, п р и р о д н о й 
п л а з м и д ы из 5 . pyogenes [12] . Она имеет р а з м е р 8,7 т. п. о. и несет д е т е р м и н а н т ы ин-
д у ц и б е л ь н о й устойчивости к эритромицину и ген α - а м и л а з ы из В. amyloliquefaciens 
[13] . Ш т а м м В. subtilis (pLF2) с о д е р ж и т п л а з м и д у pLF2. Эта п л а з м и д а имеет длину 
3,3 т. п. о., несет д е т е р м и н а н т устойчивости к х л о р а м ф е н и к о л у и с к о н с т р у и р о в а н а на 
основе к р и т и ч е с к о й п л а з м и д ы Lactobacillus fermentum в н а ш е й л а б о р а т о р и и [14]. 
Ш т а м м ы 5 . Iactis LPlTG и S. Iactis LM3302 получены от д -ра Л . М э к К э я ( С Ш А ) . В 
р а б о т е использовали т а к ж е устойчивый к рифампицину ( r i f r ) б е с п л а з м и д н ы й производ-
ный ш т а м м а S. Iactis LP1T6 — ш т а м м 5 . Iactis LM0230 rifr. Ш т а м м ы 5 . Iactis 25, 
5 . Iactis subsp. acetoinicus 419, S. cremoris 244 получены от В. Ф. Семенихиной 
( В Н И К М И , М о с к в а ) . 

С р е д ы . Б а ц и л л ы к у л ь т и в и р о в а л и в бульоне Хоттингера . М о л о ч н ы е стрептококки 
в ы р а щ и в а л и в среде М21, п р е д с т а в л я ю щ е й собой м о д и ф и ц и р о в а н н у ю среду M l 7 [ 15 ] , 
в которой β - г л и ц е р о ф о с ф а т натрия заменен ф о с ф а т н ы м буфером, как в работе [16] . 
Среда М 2 1 Г с о д е р ж и т 1 % глюкозы; плотные а г а р и з о в а н н ы е с р е д ы — 1 , 5 % а г а р а , по-
л у ж и д к а я среда д л я верхнего слоя — 0,8 % агара . Антибиотики отечественного произ-
водства д о б а в л я л и в среды (если не оговорено) в с л е д у ю щ и х концентрациях ( м к г / м л ) : 
р и ф а м п и ц и н — 25; х л о р а м ф е н и к о л — 2,5; эритромицин — 5. 

П о л у ч е н и е и р е г е н е р а ц и я с φ е ρ о π л а с τ о в. Ночную к у л ь т у р у ис-
следуемого ш т а м м а , полученную в среде М21Г, з а с е в а л и в эту ж е среду, с о д е р ж а щ у ю 
20 м М DL-треошш. В ы р а щ и в а л и до середины логарифмической ф а з ы роста (ОП67гу -
= 0 ,8) , о т м ы в а л и клетки в буфере T H M S [3] и ресуспендировали их в том ж е буфере 
в 1 /5 первоначального объема . Р а с т в о р лизоцима в буфере T H M S д о б а в л я л и д о оп-
ределенной концентрации и инкубировали при 37 °С различные п р о м е ж у т к и времени. 
З а т е м клетки о т м ы в а л и от лизоцима и высевали в верхнем п о л у ж и д к о м а г а р е на плот-
ную среду М21Г . Среда д л я регенерации с ф е роплас тов с о д е р ж а л а 0,5 M с а х а р о з у . 
П а р а л л е л ь н о проводили высев на среду без осмотического с т а б и л и з а т о р а (т. е. без са-
х а р о з ы ) . Э ф ф е к т и в н о с т ь о б р а з о в а н и я жизнеспособных с ф е р о п л а с т о в определяли как 
отношение разности титров на средах с с а х а р о з о й и без нее к титру клеток до инкуба-
ции с лизоцимом, в ы р а ж е н н о е в процентах . 

Т р а н с φ о ρ м а ц и ю о с у щ е с т в л я л и в основном по [17] . На один опыт брали 
клетки, полученные из 20 мл к у л ь т у р ы и о б р а б а т ы в а л и их лизоцимом (см. в ы ш е ) . Сфе-
ропласты отмывали в буфере S M M [17] и ресуспендировали в 0,5 мл того ж е буфера . 
Д о б а в л я л и п л а з м и д н у ю Д Н К и 1,5 мл 40 %-ного раствора полиэтиленгликоля ( П Э Г ) 
6 000. Смесь инкубировали 20 мин при т е м п е р а т у р е 20 °С. З а т е м д о б а в л я л и буфер S M M , 
о т м ы в а л и и ресуспендировали в среде М 2 1 Г с 0,5 M сахарозой . П о с л е инкубации в те-
чение 1 ч высевали в п о л у ж и д к о м агаре на плотную с т а б и л и з и р о в а н н у ю среду М21Г. 
с антибиотиком (для отбора т р а и с ф о р м а т о в ) и на среду без антибиотика (для опре-
деления титра жизнеспособных с ф е р о п л а с т о в ) . 

П л а з м и д н у ю Д Н К из клеток В. subtilis в ы д е л я л и по методу Б и р н б о й м а [18] . 
Д л я получения п л а з м и д из клеток молочных стрептококков к у л ь т у р ы в ы р а щ и в а л и до 
середины логарифмической ф а з ы роста в среде М 2 1 Г с антибиотиком, устойчивость к 
к о т о р о м у детерминируется плазмидой . К л е т к и о т м ы в а л и в 0,85 %-ном р а с т в о р е NaCl 
и ресуспендировали в растворе , с о д е р ж а щ е м 2 0 % с а х а р о з ы , 0 , 2 5 % Э Д Т А , р Н 8,0 в 
0,03 первоначального объема . Д о б а в л я л и лизоцим до конечной концентрации 2 м г / м л 
и инкубировали 30 мин при 37 °С. Все д а л ь н е й ш и е операции проводили , к а к в р а б о т е 
[18] . После отмывки этанолом п р е п а р а т ресуспендировали в Т Е - б у ф е р е (трис-НСГ — 
10 мМ, Э Д Т А — 1 мМ, р Н 8,0) . Д л я э л е к т р о ф о р е з а п л а з м и д н у ю Д Н К в ы д е л я л и ' из 
10 мл к у л ь т у р ы и ресуспендировали в 0,1 мл Т Е - б у ф е р а ; д л я т р а н с ф о р м а ц и и — 
из 500 мл к у л ь т у р ы и очищали в градиенте плотности хлористого цезия с бро-
мистым этидием. 

Э л е к т р о ф о р е з проводили в 0,8 %-ном агарозном горизонтальном геле при 
н а п р я ж е н и и 15 В / с м в течение 2 ч. 

Р е с т р и к ц и ю осуществляли в соответствии с о б щ е п р и н я т ы м и р е к о м е н д а ц и я -
ми. Ферменты получали в л а б о р а т о р и и прикладной энзимологии В Н И И г е н е т и к а . 

П р о д у к ц и ю α - а м и л а з ы определяли на ч а ш к а х со средой М21, с о д е р ж а щ е й 1 % 
к р а х м а л а , по о б р а з о в а н и ю вокруг колоний зон гидролиза , не о к р а ш и в а е м ы х йодом. 
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Результаты и обсуждение. Наши попытки осуществить трансфор-
мацию непротоплактированных клеток 5. Iactis по методу Сандерса и 
Николсона [11] оказались безуспешными. В связи с этим мы воспроиз-
водили методики, основанные на использовании для этой цели сферо-
пластов. (Как известно, сферопласты— это частичные протопласты, и 
поскольку мы не определяли полноту удаления клеточной стенки в про-
цессе обработки клеток 5. Iactis лизоцимом, будем называть образую-
щиеся осмотически чувствительные формы сферопластами.) 

Влияние концентрации лизоцима и времени инкубации с ним на выживаемость клеток 
S. Iactis 
influence of lysozyme concentration and time of incubation with it on viability of 
S. Iactis cells 

В ряде сообщений отмечается слабая чувствительность молочных 
стрептококков к лизоциму [1—5] и рекомендуется использовать для их 
иротопластирования различные концентрации этого фермента. Д л я по-
лучения сферопластов на первом этапе работы мы выращивали бакте-
рии до середины логарифмической фазы в среде М21Г с 20 мМ DL-
треонином, инкубировали их в течение 2 ч с 200—2000 мкг /мл лизоци-
ма, а затем высевали на среды с осмотическим стабилизатором и без 
пего. Оказалось, что в этих условиях сферопласты образуются, но титр 
жизнеспособных клеток снижается на 2—3 порядка. Изменяя характер 
буфера для протопластирования, состав среды для регенерации, а так-
же используя различные препараты лизоцима (производства СССР, 
«Calbiochem», Швейцария, «Serva», ФРГ) и разные штаммы S. Iactis1 
мы неизменно наблюдали в данных условиях эксперимента сильное 
снижение жизнеспособности бактерий. В связи с этим варьировали кон-
центрацию лизоцима и время обработки клеток этим ферментом. Как-
видно из таблицы, инкубация в течение 2 ч с 200 мкг /мл лизоцима сни-
жает титр клеток штамма S. Iaetis LP1T6 в регенерационной среде на 
2 порядка. Если ж е использовать концентрацию лизоцима 2000 мкг/мл, 
то титр клеток падает на 3 порядка уже после 30 мин инкубации. В то 
же время при обработке клеток этого штамма в течение 30 мин 
200 мкг /мл лизоцима титр клеток падает всего в 2 раза и при этом 
99 % клеток становятся осмотически чувствительными. Таким образом, 
на жизнеспособность сферопластов штамма LP1T6 сильно влияет кон-
центрация лизоцима и время обработки этим ферментом. По-видимому, 
η наших условиях лизоцим, полностью растворяя клеточную стенку 
бактерий, нарушает возможность последующей регенерации протоплас-
тов [19]. Аналогичные результаты были получены и с другими штам-
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мами молочных стрептококков (25, S. Iactis subsp. acetoinicus 419, S. 
cremoris 244). Вместе с тем видно, что штамм LM3302 более устойчив 
к действию лизоцима (таблица) . 

В последующих экспериментах по трансформации L. Iactis мы по-
лучали сферопласты, обрабатывая клетки лизоцимом в концентрации 
100—200 мкг/мл в течение 20—30 мин. 

Т р а н с ф о р м а ц и я ш т а м м о в 5. Iaetis плазмидами pRT84 и 
pLF2. Трансформацию осуществляли, как описано в «Материалах и ме-

•Образцы электрофоретического раз -
деления Д Н К п л а з м и д и их фрагмен-
тов рестрикции: 1 — Д Н К ф а г а λ, 
о б р а б о т а н н а я рестриктазой Pstl; 

3 — Д Н К pRT84 из В. subtilis и 
S. Iactis LMO230 r i f r соответственно, 
о б р а б о т а н н ы е PstI; 4, 5 — т о ж е д л я 
Д Н К п л а з м и д ы pLF2; 6, 7 — Д Н К 
pRT84 из В. subtilis и S. Iactis 
LM0230 r i f r соответственно (видны 
олиго- и мономерные ф о р м ы ) ; 8, 9 — 
то ж е д л я Д Н К п л а з м и д ы pLF2 
P a t t e r n s of e l ec t rophores i s of p l a s m i d 
D N A s a n d the i r r e s t r i c t ion f r a g m e n t s 
f r o m Bacillus subtilis a n d Streptococ-
cus lactis: 1 — D N A of p h a g e λ d ige-
sted by Pstl r e s t r i c t a se : 2 — D N A 
of pRT84 f r o m Bacillus subtilis d ige-
s ted byPst l - , 3 — D N A of pRT84 f r o m Streptococcus lactis LM0230 r i f r d i g e s t e d by 
Pst 1; 4 — D N A of pLF2 f r o m Bacillus subtilis digested by Pst 1. 5 — D N A of pLF2 f r o m 

Streptococcus lactis LM0230 rifr d i ge s t ed by Pstl; 6 - D N A of pRT84 f r o m Bacillus 
subtilis ( the m o n o m e r and o l i g o m e r f o r m s a rc visible; 7 — D N A of pRT84 f r o m Strepto-
coccus lactis LM0230 rifr ( the m o n o m e r and o l i g o m e r f o r m s a re v i s ib l e ) ; 8 — D N A of 
pLF2 f r o m Bacillus subtilis ( the m o n o m e r a n d o l i g o m e r f o r m s a re v i s ib l e ) ; 9 — D N A of 
pLF2 f r o m Streptococcus lactis LM0230 r i f r ( the m o n o m e r and o l i g o m e r f o r m s a re 
v is ib le) 

тодах». Было обнаружено, что инкубация сферопластов в жидкой ста-
билизированной среде М21Г, необходимая для индукции устойчивости 
к эритромицину, может на порядок снижать титр жизнеспособных 
клеток. Поэтому при трансформации плазмидой pRT84 сферопласты, 
отмытые от ПЭГ, высевали в полужидкой агаризованной среде М21Г 
на поверхность плотной среды М21Г, содержащей 0,4 мкг /мл эритро-
мицина. В этих условиях наряду с индукцией устойчивости к антибио-
тику обеспечивалась хорошая контрселекция реципиентных клеток. Час-
тота трансформантов по отношению к жизнеспособным сферопластам 
составляла IO-4. При этом на 1 мкг плазмидной Д Н К появлялось IO3 

колоний трансформированных бактерий. Трансформанты 5. Iaetis, по-
лучившие плазмиду pRT84y приобретали способность к гидролизу крах-
мала, что свидетельствует об экспрессии гена α-амилазы В. amyloli-
quefaeiens в клетках этих бактерий. При трансформации плазмидой 
pLF2 на 1 мкг плазмидной Д Н К появлялось приблизительно IO2 транс-
формантов. 

Присутствие плазмид в клетках трансформированных штаммов 5. 
lactis подтверждают результаты электрофоретического исследования 
препаратов нативных плазмид и их рестриктов (рисунок). 

Первоначально в экспериментах по трансформации использовали 
плазмидные Д Н К , выделенные из клеток соответствующих штаммов В. 
subtilis. Чтобы проверить возможное влияние на этот процесс систем 
модификации — рестрикции 5. lactis, плазмиды pRT84 и pLF2 выде-
л я л и из полученных трансформантов штамма S. lactis LM0230 rifT и 
вновь использовали для трансформации этого ж е штамма. Частота 
трансформации при этом не изменилась. 

Плазмиды pR784 и pLF2 стабильно поддерживались в клетках S. 
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Iactis. Мы проверили по 200 колоний, полученных после рассева куль-
тур 5. Iactis (pRT84) и 5. Iactis (pLF2), выращенных в течение 25 ге-
нераций в неселективных условиях. Все они сохранили детерминируе-
мую плазмидами устойчивость к соответствующим антибиотикам. 

Таким образом, используя полученные с помощью лизоцима сфе-
ропласты, нам удалось осуществить эффективную плазмидную транс-
формацию 5. Iaetis и расширить круг плазмид, которые поддержива-
ются в клетках этих бактерий и могут применяться в экспериментах по 
молекулярному клонированию. 

Авторы благодарят д-ра JI. JI. МэкКэя и В. Ф. Семенихину за пре-
доставленные штаммы. 

PLASMID TRANSFORMATION OF STREPTOCOCCUS LACTIS SPHAEROPLASTS. 

L. Μ. Rumer, V. Α. Livshits 

I n s l i t u l e of Genc t i c s a n d Se lec t ion 
of I n d u s t r i a l Microorgan i sms 

S u m m a r у 

T h e o p t i m a l c o n d i t i o n s fo r p r o d u c t i o n of t r a n s f o r m a b l e s p h e r o p l a s t s of Streptococcus 
lactis u s i n g l y s o z y m e w e r e de t e rmined . It h a s been e s t ab l i shed t h a t v iab i l i ty of Strepto-
coccus lactis cel ls fell r a p i d l y w h e n c o n c e n t r a t i o n of l y s o z y m e or d u r a t i o n of l y s o z y m e 
t r e a t m e n t i nc reased . 

The s u c c e s s f u l t r a n s f o r m a t i o n of S t r e p t o c o c c u s lac t i s s p h e r o p l a s t s by t w o he te ro lo -
g o u s p l a s m i d s ρRT84 and pLF2 w a s p e r f o r m e d . It w a s f o u n d t h a t expres s ion of Bacillus 
amylolique/acietis g e n e c o d i n g for a m y l a s e c loned in pRT84 took p lace in Streptococcus 
lactis cells. 
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