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более полное представление о функционировании 
гена. В последние годы хорошо зарекомендовал себя 
метод количественной ПЦР, позволяющий оценить 
уровень транскрипции гена. Однако этот метод недо-
статочно информативен в отношении генов, имеющих 
посттранскрипционную регуляцию. К таким генам 
относятся бактериальные порины [4]. Репортерные 
системы позволяют оценить экспрессию с учетом 
посттранскрипционной регуляции. Такие системы 
получают введением в бактериальные клетки репор-
терных генов, которые в паре с чувствительными 
компонентами, способными отвечать на химические 
или физические воздействия, переводят клеточный 
ответ в детектируемый сигнал [10]. В качестве ре-
портерных генов хорошо зарекомендовали себя гены 
флюоресцентных белков (GFP, RFP и др.) [11]. Пре-
имуществом использования генов флюоресцентных 
белков в отличие от других систем является возмож-
ность детекции их флюоресценции без дополнитель-
ных субстратов и нарушения метаболизма клеток, что 
важно в биомедицинских исследованиях [12].

Целью данной работы является определение роли 
регуляции экспрессии ompF-гена – главного неспец-
ифического порина Y. pseudotuberculosis в формиро-
вании антибиотикорезистентного фенотипа бактерии 
с использованием репортерной флюоресцентной си-
стемы и ПЦР в режиме реального времени.

М ат е р и а л ы  и  м е т од ы
Определение минимальной ингибирующей концентра-

ции (МИК) антибиотика. МИК антимикробных препаратов 
(канамицина и налидиксовой кислоты) определяли методом се-
рийных двукратных разведений. Для этого бактериальную куль-
туру штамма Y. pseudotuberculosis IP32953 наращивали в тече-
ние 18 ч при 280 С в жидкой среде LB при интенсивной аэрации 
(200 об/мин) c добавлением разных концентраций исследуемых 
антибиотиков (0–256 мкг/мл). После этого визуально определя-
ли наименьшую концентрацию антибиотика, при которой отсут-
ствовал бактериальный рост.

Штамм и условия культивирования. В работе был ис-
пользован штамм Y. pseudotuberculosis IP32953. Бактериальную 
культуру выращивали в течение ночи в жидкой питательной сре-
де LB при температуре 280 С при интенсивной аэрации (200 об/
мин). Полученную суспензию клеток разбавляли в 50 раз и куль-
тивировали при 280 С до логарифмической фазы роста (OD600  
0,4–0,5), после чего инкубировали в течение 1 ч с добавлением 
МИК антибиотиков. Клеточный осадок собирали центрифуги-
рованием и обрабатывали RNA protect Bacteria Reagent (Qiagen) 
для стабилизации суммарной РНК.

пЦР в режиме реального времени. Суммарную РНК вы-
деляли, используя Aurum Total RNA mini KIT («Bio-Rad») в 
соответствии с протоколом производителя. Концентрацию и 
качество РНК определяли с помощью электрофореза в агароз-
ном геле и на спектрофотометре Genesys 6 (Thermo Scientific). 
кДНК (из 2 мкг мРНК) синтезировали с использованием набора 
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Изучена экспрессия ompF-гена, кодирующего основной по-
рин наружной мембраны Yersinia pseudotuberculosis, в ответ на 
воздействие антибиотиков разных классов (канамицин и на-
лидиксовая кислота) с использованием двух методологических 
подходов – ПЦР в режиме реального времени и репортерной 
флюоресцентной системы. В экспериментах показано, что воз-
действие обоих антибиотиков приводит к негативной регуляции 
ompF. При этом налидиксовая кислота вызывает сильное умень-
шение экспрессии ompF, тогда как канамицин, для которого ис-
пользование поринов считается альтернативным транспортным 
путем проникновения в клетку, лишь незначительно снижает его 
уровень.
К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Yersinia pseudotuberculosis; ompF; экс-
прессия гена; антибиотики; количественная ПЦР; флуорес-
центная репортерная система.

Наличие наружной мембраны (НМ) является от-
личительным признаком грамотрицательных бакте-
рий. Она состоит из липополисахаридов, белков и 
фосфолипидов. Порины, порообразующие белки НМ, 
играют огромную роль в адаптации бактерий, обе-
спечивая контролируемую проницаемость клеточной 
стенки для низкомолекулярных соединений, в том 
числе питательных веществ, метаболитов, токсинов и 
антибиотиков [1, 2]. Антибиотики могут проникать в 
бактерию двумя путями: гидрофобные вещества спо-
собны проходить непосредственно через липидный 
бислой, гидрофильные – посредством поринов [3, 4]. 
Роль поринов в развитии антибиотикоустойчивости 
была доказана многочисленными исследованиями [5, 
6], в ходе которых показано, что устойчивость сопро-
вождается изменением профиля поринов, появлением 
различных мутаций в пориновых генах, снижением 
их экспрессии и даже полным «выключением».

OmpF является основным в количественном отно-
шении порином у многих грамотрицательных бакте-
рий. Уровень экспрессии данного белка изменяется в 
значительных пределах в ответ на изменения условий 
окружающей среды. Для некоторых энтеробактерий 
показано, что негативная регуляция ompF-гена, ко-
торая приводит к уменьшению числа пор в НМ, яв-
ляется общим механизмом повышения устойчивости 
к гидрофильным антибиотикам [7, 8]. В отношении 
грамотрицательной бактерии Y. pseudotuberculosis, 
возбудителя псевдотуберкулезной инфекции, меха-
низмы регуляции экспрессии OmpF-порина в услови-
ях антибиотикового стресса не изучены. Псевдотубер-
кулез является серьезной проблемой для Российской 
Федерации, поскольку на ее территории циркулируют 
несколько вариантов возбудителя, среди которых так 
называемый дальневосточный патогенный тип чаще 
вызывает системную инфекцию [9].

При изучении экспрессии генов использование не-
скольких взаимодополняющих методов обеспечивает 



18

МОЛЕКУЛЯРНАЯ ГЕНЕТИКА, МИКРОБИОЛОГИЯ И ВИРУСОЛОГИЯ   №2, 2014

MMLV RT kit («Евроген», Россия) согласно протоколу произво-
дителя. В дальнейшем образцы использовали в ПЦР в режиме 
реального времени с генспецифичными праймерами (табл. 1). 
Реакции проводили с использованием GoTaq ДНК-полимеразы 
(«Promega», США) и флюоресцентного интеркалирующего кра-
сителя Eva Green («Biotium», США) согласно рекомендациям 
производителей на амплификаторе iCycler iQ5 («Bio-Rad»). Ре-
акцию осуществляли в следующих условиях: начальная денату-
рация при 94°C – 8 мин; 35 циклов, включающих 15 с при 94°C, 
10 с при 55°C и 20 с при 72°C. Для подтверждения уникальности 
обнаруженных продуктов амплификации по окончании каждой 
реакции анализировали кривую плавления продукта ПЦР. Для 
каждого образца реакцию выполняли в трех повторах.

Полученные результаты стандартизовали относительно 
уровня транскрипции гена «домашнего хозяйства» 16S rDNA. 
В качестве контроля определяли экспрессию ompF в штамме Y. 
pseudotuberculosis без обработки антибиотиками. Уровень экс-
прессии генов оценивали с помощью метода относительных из-
мерений ΔΔCt. Расчет средних значений и стандартного откло-
нения, а также построение графиков осуществляли в програм-
мах Statistica 6.0 и Microsoft Excel 2010.

получение репортерной флюоресцентной конструкции 
на основе низкокопийного плазмидного вектора. Репортерная 
кассета состояла из промоторной части ompF-гена, включающей 
всю 5`-нетранслируемую область и первые девять кодонов сиг-
нальной последовательности OmpF, из кодирующей последова-
тельности красного флюоресцентного белка (RFP) и из терми-
наторной части ompF-гена, содержащей его стоп-кодон (рис. 
1). Сборку репортерной кассеты проводили с помощью ПЦР-
амплификации. Для ompF-гена были сконструированы прайме-
ры (см. табл. 1), позволяющие амплифицировать промоторную 
и терминаторную части гена. Для эффективной сборки кассеты 
в праймеры были введены дополнительные сайты рестрикции: в 

праймеры на промотор – сайт для BamHI, а в праймеры на тер-
минатор – HindIII.

Для получения кодирующей части гена флюоресцентного 
белка использовали вектор pTurboRFP-B ("Евроген", Россия), 
который был обработан BamHI- и HindIII-рестриктазами ("Fer-
mentas", Литва) и далее дефосфорилирован с помощью CAP 
щелочной фосфатазы ("Fermentas", Литва). ПЦР-фрагменты 
регуляторных элементов гена ompF рестрицировали теми же 
эндонуклеазами, очищали от компонентов ПЦР и рестрикции и 
лигировали без промежуточного клонирования. Далее лигазную 
смесь использовали в качестве матрицы для ПЦР-амплификации 
репортерной кассеты с помощью прямого праймера на последо-
вательность промотора и обратного праймера на последователь-
ность терминатора. ПЦР-фрагменты ожидаемой длины (1300–
1400 п.н.) вырезали из агарозного геля.

ПЦР-амплификацию проводили в реакционной смеси объе-
мом 50 мкл, включающей 1⋅ буфер для GoTaq ДНК-полимеразы, 
200 мкМ дНТФ, по 50 пмоль прямого и обратного праймеров, 
2,5 ед. GoTaq ДНК-полимеразы и 25–50 нг ДНК-матрицы, при 
следующем температурном режиме: 1) предварительная денату-
рация геномной ДНК при 95°С – 5 мин; 2) 30 циклов: денатура-
ция при 94°С – 20 с, отжиг при 55–60°С – 30 с; синтез при 72°С 
– 1 мин 30 c; 3) достройка ПЦР-фрагментов при 72°С – 5 мин. 
Результаты реакции анализировали с помощью электрофореза в 
агарозном геле.

Т а б л и ц а  1 
праймеры, используемые в работе

Название Последовательность Назначение праймера Длина, п.н.

OmpF-R ATGAATCACCACCGAACACT Амплификация ompF 20
OmpF-F CAAGACGGCAACGCAAC 17
16SRT-R CTTGATTTCCCACCATTACG Амплификация 16S rDNA 20
16SRT-F ATTTAGCCGAGATGCTTTAG 20
OmpFBam_for ttaggatccACGCACGCCGAGAAATGCCA Амплификация ompF-промотора 29
OmpFBam_rev ttaggatccAGCTGGGATTACTACTGCAA 29
OmpFHind_for tttaagcttGTCAAACTTAACGAGGCAGTT Амплификация ompF-терминатора 30
OmpFHind_rev tttaagcttGGCCGATAGACAGAGTAATCT 30
pACYC-Sal_seq ATAAGTGCGGCGACGATAGT Секвенирование репортерных вставок 20
pACYC-EcV_seq AGGCATAGGCTTGGTTAT 18

П р и м е ч а н и е .  Праймеры были сконструированы с помощью программ Primer Premier 5 и Vector NTI Advance 9.1.0 и синтезированы 
ЗАО «Евроген», Москва.

Рис. 1. Схематическое изображение репортерной флюоресцент-
ной кассеты.

Рис. 2. Схематическое изображение репортерной флюоресцент-
ной конструкции для ompF с RFP в низкокопийном векторе 

pACYC184.
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устойчивое мнение (основанное всего на нескольких 
публикациях [13, 14]) о чувствительности штаммов 
Y. pseudotuberculosis к широкому спектру антибакте-
риальных препаратов. Однако в нашем исследовании 
штамм IP32953 (выделенный от пациента) продемон-
стрировал умеренную устойчивость, по крайней ме-
ре к исследуемым антибиотикам. Это противоречие, 
возможно, свидетельствует о недостаточном числе 
исследований, проведенных в данном направлении. 
Понимание проблемы антибиотикоустойчивости мо-
жет получить новое развитие в свете геномных и про-
теомных исследований штаммов Y. pseudotuberculosis 
[15–17].

Исследование экспрессии ompF-гена Y. pseudo-
tuberculosis ip32953. Для определения экспрессии 
ompF в условиях антибиотикового стресса мы ис-
пользовали два методологических подхода: 1) ПЦР 
в реальном времени с обратной транскрипцией (ОТ-
ПЦР), позволяющую количественно определить уро-
вень транскрипции ompF; 2) репортерную систему, 
в которой ген красного флюоресцентного белка на-
ходится под контролем ompF-промотора и позволяю-
щую оценить экспрессию с учетом посттранскрипци-
онной регуляции.

ОТ-ПЦР в реальном времени проводили соглас-
но протоколу (см. "Материалы и методы"). Результа-
ты ОТ-ПЦР по исследованию регуляции экспрессии 
ompF-гена Y. pseudotuberculosis IP32953 в условиях 
действия антибиотиков канамицина и налидиксовой 
кислоты представлены на рис. 3. В ходе проведения 
экспериментов было установлено, что относительный 
уровень транскрипции ompF-гена при воздействии 
Km снижается примерно в 2,5 раза, тогда как NA вы-
зывает уменьшение транскрипции в 25 раз.

Для учета посттранскрипционной регуляции и 
сравнения с данными, полученными методом ОТ-

Полученную с помощью ПЦР-амплификации репортерную 
кассету фосфорилировали с помощью Т4-полинуклеотидкиназы 
(«Fermentas", Литва) и клонировали в дефосфорилированный 
низкокопийный вектор pACYC184 по EcoRV-сайтам (рис. 2).

Флюоресцентную конструкцию на основе плазмидного 
вектора ввели в клетки штамма E. coli DH5alpha с помощью 
электропорации. Отбор рекомбинантных клонов проводили по 
устойчивости к хлорамфениколу. Для подтверждения приобре-
тения клетками конструктов проводили ПЦР-скрининг колоний 
с использованием праймеров на промоторную и терминаторную 
область ompF. Клоны, в которых обнаруживали фрагменты со-
ответствующей длины, проверяли на отсутствие мутаций сек-
венированием с использованием праймеров pACYC_Sal-seq и 
pACYC_EcV-seq. Результирующие рекомбинантные плазмиды 
вводили в компетентные клетки штамма Y. pseudotuberculosis 
IP32953 путем электропорации.

флюоресцентный анализ. Флюоресценцию клеток реком-
бинантного штамма и анализ активности репортерного гена 
оценивали с использованием спектрофлуориметра FL-600 («Bio-
Tek», США). Все эксперименты проводили в двух повторах. 
Определяли влияние репортерной конструкции на рост реком-
бинантного штамма. Установлено, что изменение интенсивно-
сти флюоресценции RFP соответствует изменению количества 
клеток в процессе роста бактериальной культуры.

Для измерений на спектрофлуориметре FL-600 рекомбинант-
ный штамм Y. pseudotuberculosis, несущий низкокопийную плаз-
миду и экспрессирующий красный флюоресцентный белок RFP 
под контролем поринового промотора ompF (pACYC_F-RFP), 
культивировали в 25 мл среды LB при интенсивной аэрации и 
температуре 28°С до логарифмической стадии роста, после чего 
инкубировали в течение трех часов с МИК антибиотиков. Су-
спензию клеток (100 мкл) переносили в микропланшет и прово-
дили измерения показателей абсорбции (OD600, нм) и флюорес-
ценции (λвозб. 530/λисп. 590). В качестве контроля использовали 
рекомбинантный штамм Y. pseudotuberculosis IP32953, культиви-
руемый без добавления антибиотиков.

Р е з ул ьт ат ы  и  о б с у ж д е н и е
Определение чувствительности Y. pseudotuber-

culosis ip32953 к антибиотикам. Согласно единич-
ным исследованиям природной устойчивости к анти-
биотикам, штаммы Y. pseudotuberculosis, как правило, 
чувствительны к аминогликозидам и хинолонам [13, 
14]. В данной работе для изучения влияния антими-
кробных препаратов на экспрессию основного порина 
использовали два антибиотика: канамицин (Km), от-
носящийся к классу аминогликозидов, и налидиксо-
вую кислоту (NA), относящуюся к классу хинолонов. 
Для каждого антибиотика методом серийных разведе-
ний определяли чувствительность штамма Y. pseudo-
tuberculosis IP32953 в виде МИК антибиотика, при 
которой наблюдали видимое ингибирование роста 
клеток (табл. 2). Полученные нами результаты свиде-
тельствуют о наличии у штамма IP32953 умеренной 
устойчивости к обоим антибиотикам, значения МИК 
антибактериальных препаратов почти в 10 раз пре-
вышают таковые для штаммов Y. pseudotuberculosis в 
ранее проведенных исследованиях [14]. Существует 

Рис. 3. Относительный уровень экспрессии гена ompF в штам-
ме Y. pseudotuberculosis IP32953 при воздействии канамицина 

(Km) и налидиксовой кислоты (NA).
В качестве контроля использовали экспрессию ompF в штамме  

Y. pseudotuberculosis IP32953, культивируемом без антибиотиков. 
Столбцы отражают результаты измерений трех повторов с учетом 

стандартного отклонения.

Т а б л и ц а  2 
Минимальные ингибирующие концентрации антибиотиков 

для штамма Y. pseudotuberculosis ip32953

Антибиотик МИК, мкг/мл

Канамицин 32
Налидиксовая кислота 64

П р и м е ч а н и е .  Праймеры были сконструированы с помощью 
программ Primer Premier 5 и Vector NTI Advance 9.1.0 и синтезирова-
ны ЗАО «Евроген», Москва.
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ПЦР в режиме реального времени, мы сконструиро-
вали репортерную плазмиду на основе низкокопийно-
го вектора pACYC184 (см. "Материалы и методы"). 
Результаты эксперимента, показывающие изменения 
интенсивности флюоресценции штамма IP32953/
pACYC_F-RFP при инкубации с Km или NA, пред-
ставлены на рис. 4. Полученные данные согласуются 
с результатами ОТ-ПЦР в режиме реального времени, 
указывая на негативную регуляцию OmpF порина в 
ответ на действие антибиотиков в общем, и демон-
стрируя значительное уменьшение экспрессии в от-
вет на действие NA, в частности.

В отношении антибактериальных препаратов 
аминогликозидного ряда, к которым относится Km, 
мнения о механизме прохождения антибиотика через 
НМ расходятся. В исследованиях мутантных штам-
мов Pseudomonas aeruginosa описано прохождение 
аминогликозидов непосредственно через липидный 
бислой мембраны при взаимодействии с липополи-
сахаридами [18–20]. Этот механизм согласуется с 
поликатионной природой аминогликозидов, которые 
содержат от 3 до 5 положительных зарядов. Другой 
транспортный путь, исследованный на E. coli, пред-
полагает прохождение аминогликозидов через пори-
ны НМ [21, 22]. Это предположение основывается на 
данных о наличии в OmpF-порине сайта связывания 
с поликатионными соединениями, включая Km [23]. 
Однако в некоторых исследованиях с использованием 
мутантных штаммов энтеробактерий, дефицитных по 
ompF порину, не обнаружено значительного измене-
ния в чувствительности этих штаммов к аминоглико-
зидам. Предполагается, что порины могут использо-
ваться антибиотиками аминогликозидного ряда в ка-
честве альтернативного транспортного пути [23–26].

В отличие от молекулы канамицина молекула на-
лидиксовой кислоты в 2 раза меньше и обладает ги-
дрофобными свойствами. Штаммы, устойчивые к 
NA, встречаются у представителей многих родов En-
terobacteriaceae, в том числе и у иерсиний [27, 28]. Во 
многих исследованиях наблюдали более очевидную 
связь между чувствительностью штамма к антибиоти-

ку (NA) и уровнем экспрессии поринов [29, 30]. Так, 
в мутантных штаммах E. coli, дефицитных по ompF-
гену, наблюдали значительное увеличение МИК к NA 
по сравнению с диким штаммом [29].

В данном исследовании впервые предпринята по-
пытка определить уровень экспрессии OmpF-порина 
Y. pseudotuberculosis в условиях антибиотикового 
стресса с использованием двух разных взаимодо-
полняющих подходов – ОТ-ПЦР в режиме реального 
времени и репортерной системы. Полученные дан-
ные согласуются и органично дополняют имеющиеся 
представления о влиянии антибиотиков на экспрес-
сию главных поринов энтеробактерий. Дальнейшие 
исследования предполагают расширение спектра 
генов поринов и антибактериальных препаратов для 
получения более целостной картины глобальной ре-
гуляции поринов при формировании антибиотикоре-
зистентного фенотипа бактерии.
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REGULATION OF YERSINIA 
PSEUDOTUBERCULOSIS MAJOR PORIN 

EXPRESSION IN RESPONSE TO ANTIBIOTIC 
STRESS
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The OmpF porin gene expression in Yersinia pseudotuberculosis 
in response to antibiotics of two different classes (kanamycin and 
nalidixic acid) was analyzed using quantitative PCR and a fluorescence 
reporter system. Both antibiotics downregulated the expression of the 
ompF gene. The nalidixic acid significantly reduced ompF expression, 
while kanamycin, for which porins are considered to be an alternative 
transport route, only slightly reduced the ompF level.
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