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A s t ra in p roduc ing the new spe l i f ic re-
s t r i c t i on endonuc l ea se B c m l h a s been found 

in the Bacillus g e n e r u m . The e n z y m e h a s 
been pu r i f i ed by c h r o m a t o g r a p h y on the b lue 
sepharose , phosphoce l lu lose PI I, hepa r insepha -
rose. The ana logous p u r i f i c a t i o n has been 
o b t a i n e d when the b lue sepharose has been 
s u b s t i t u t e d for the o range sepharose , the h o m e 
p r o d u c e d s o r b e n t . The B c m l e n z y m e h a s 
been shown by the s u b s t r a t e spec i f i c i ty defi-
n i t i on to be an i soshizomer of the r e s t r i c t ion 
endonuc l ea se C la l . 
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OnepöH биосинтеза рибофлавина рас-
положен на хромосоме Bacillus subti-
lis в области 210° между маркерами 
lys и ser [101. Ранее проведено клониро-
вание rib-оперона в составе 6,3 МД 
ЕсоШ-фрагмёйта Д Н К в Ei coli [7] 
и В. subtilis [81. Определено расположе-
ние структурных генов [41, установлено 
наличие 3 промоторов в составе rib-
оперона [5, 61. 

Целью настоящей работы! явилось 
дальнейшее изучение структуры rib-опе-
рона, а именно уточнение его физиче-
ской карты. В качестве исходного мате-
риала использовали плазмиды, содер-
жащие rib-оперон с оператором дикого 
типа ribO+ и rib-оперон, содержащий 
мутантный оператор ribOS35. В клетках 
В. subtilis оператор ribO+ определяет 
репрессию оперона рибофлавином, а опе-
ратор r ib03 3 5 — конститутивный синтез 
рибофлавина. Гены rib-оперона В. sub-
tilis способны комплементировать мута-
ции в соответствующих rib-генах хро-
мосомы Е. coli [3]. B E. coli экспрессия 
rib-оперона практически не зависит от 
состояния оператора ribO. ! > 

М а т е р и а л ы и м е т о д ы 

Список штаммов и п л а з м и д представлен 
в т а б л . 1 и 2 . : 

Состав сред , методы в ы д е л е н и я h а н а л и з а 
плазмидной Д Н К , трансформации В . sub-
t i l i s и Е . coli о п и с а н ы в предыдущей работе 
[9]. Выделение хромосомной Д Н К В . sub-
t i l i s о с у щ е с т в л я л и по методу, п р е д л о ж е н н о м у 
J . M a r m u r [12]. Перенос Д Н К из а г а р о з н о г о 
г е л я на н и т р о ц е л л ю л о з н ы е ф и л ь т р ы , полу-
чение [ 3 2 Р ] - Д Н К и Д Н К - Д Н К - г и б р и д и з а -
цию проводили в соответствии с описанными 
методами [1]. И с п о л ь з о в а н н ы е в работе ре-
с т р и к т а з ы получены от Б . А . Ребентиша 
( В Н И И г е н е т и к а ) , п о л и н у к л е о т и д л ш а з а фа-

га T4 — от А. С. Солонина (Институт биохи-
мии и физиологии м и к р о о р г а н и з м о в А Н 
СССР) . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Плазмида pLP102 содержит rib-опе-
рон дикого типа в составе 6,3 МД EcoRI-
фрагмента Д Н К В. subtilis, клониро-
ванного на pBR322; плазмида pLA44 — 
конститутивный rib-оперон на челноч-
ном векторе pLAHO и способна репли-
цироваться в В. subtilis и Е. coli [8]. 
Ранее установлено, что первый струк-
турный ген rib-оперона ribG, кодирую-
щий фермент дезаминазу, содержит сайт 
Pst l [3]. Рестрикционный анализ Д Н К 
pLP102 показал, что сайт Pst l находится 
внутри 1,3 МД Bgl II-фрагмента (рис. 1). 
Следовало определить положение Bglll-
сайтов на генетической карте rib-one-
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Рис . I . П л а з м и д ы , использованные в работе . 
Н — сайты Hindi 11; тонкая линия —- Д Н К В. sub -
tilis; жирная линия — Д Н К рС194; пунктир — о б -
ласть делецин Д Н К В. subti i is ; в скобках указан 
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Штаммы, использованные в работе 
Т а б л и ц а 1 
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рона. Для этого проведено клонирова-
ние 1,3 МД BglII-фрагмента pLP102 
путем его интеграции в В а т Ш - с а й т 
pBR322. В результате получены плаз-
миды pWM31 и pWM33 (см. рис. 1). 
Транскрипция генов, интегрированных 
в ВатН1-сайт pBR322, может осущест-
вляться с промотора tet-rena вектора. 
Плазмиды pWM31 и pWM33 различа-
ются ориентацией вставки относительно 
tet-промотора. Плазмида pWM31 с пря-
мой ориентацией вставки кёмплемен-

Ллазмиды, использованные в работе 

тирует мутацию Е. coli 802-6, нарушаю-
щую ген дезаминазы, а плазмида pWM33 
(с противоположной ориентацией встав-
ки) — нет. Можно предположить, что 
клонированный 1,3 МД BglII-фрагмент 
Д Н К не содержит промтора гена ribG. 
Плазмиды pwM31 и pWM33 комплемен-
тируют мутации Е. coli 802-28 и BSV13, 
нарушающие ген рибофлавинсинтетазы, 
аналогичный гену ribB В. subtilis. Сле-
довательно, можно предположить, что 
транскрипция гена ribB осуществляет-

Т-а б л и ц а 2 

Плазмида Х а р а к т е р и с т и к а Откуда п о л у ч е н а 
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ся с промотбра, расположенного внутри 
1,3 МД BglII-фрагмента Д Н К . Для про-
верки этих предположений сконструи-
рованы плазмиды, способные реплици-
роваться как в Е. coli, так и в В. subli-
lis и - содержащие 1,3 МД Bgl II-фраг-
мент Д Н К в составе rib-оперона в 2 ори-
ентациях. 

Д Н К pLA44 (ribO°) обработали Bgll l , 
лигазой и пспользовалн для трансфор-
мации штамма Е. coli 802-28. Трансфор-
манты отбирали.по признакам ApRRib~. 
Рестрикционн^ш анализ плазмиды 
рМС15, выделенной из трансформаторов, 
показал, что она утратила 1,3 МД 
Bgl II-фрагмент ДНК- В плазмиду 
рМС15 вновь интегрировали 1;3 МД 
BglII-фрагмент, но из rib-оперона дико-
го типа (ribO+), выделенный из плазми-
ды pLP102. Для этого Д Н К рМС15 и 
pLP102 обработали Bgl l l , лигазой и 
использовали для трансформации Е. co-
li 802-28 по признакам ApRRib+ . Далее 
отобрали клоны, чувствительные к те-
трациклину, так как рМС15 в отличие 
от pLP102 не несет детерминанты TcR . 
Из 2 ApRTc sRib+-клонов выделены 
плазмиды: рМС17 — с прямой ориента-
цией и рМС16 — с обратной ориента-
цией вставки 1,3 МД-BglII-фрагмента 
Д Н К pLP102 в рМС15. Д Н К рМС15, 
рМС16 и рМС17 использованы для транс-
формации rib-ауксотрофов В. subtilis. 

Плазмида рМС17, содержащая «вос-
становленный» rib-оперон,- комплемен-
тирует мутации в генах ribG, ribB, ribА 
и ribD. Плазмида рМС16 с инверсией 
1,3 МД BglII-фрагмента Д Н К не ком-
плементирует ни одну из перечисленных 
выше мутаций. Плазмида рМС15 с де-
летированным 1,3 МД BglII'фрагментом 
Д Н К комплементирует мутации в генах 
ribA и ribD, но не комплементирует му-
тации в генах ribG и ribB. С учетом 
взаимного положения rib-генов (см. 
рис. 1) это означает следующее. 

1. 1,3 МД BglII-фрагмент Д Н К , со-
держащий гены ribG и ribB, не содер-
жит промотора (pl), необходимого для 
транскрипции этих генов в В. subtilis. 
Экспрессия гена ribB в составе 1,3 МД 
BglI-фрагмента. Д Н К в Е. coli, по-
видимому, связана с наличием перед 
этим геном промотора, не функциони-
рующего в бациллах. 

2. Транскрипция генов ribA и ribD 
в В. subtilis осуществляется с промо-
тора, расположенного внутри 1,3 МД 
BglII-фрагмента Д Н К или левее этого 
фрагмента. 

Для дальнейшего изучения структуры 
rib-оперона проведено клонирование 
1,3 МД BglII-фрагмента Д Н К pLP102 
па векторе pML2.1. Плазмида pML2.1 
содержит регуляторную область гена 
lac'Z и расположенный внутри этой 
области, пригодный для клонирования 
сайт BamHI. Существенно, что промо-
тор и оператор lacZ расположены по 
одну сторону от сайта ВашіII , а SD-
последовательность — по другую [2J. 
Д Н К pLP102 обработали BglII и объе-
динили с Д Н К pML2.1, линеаризован-
ной BamHI. После лигировапня пре-
парат использовали для трансформа-
ции Е. coli 802-6 с отбором по призна-
кам ApRRib+ . В результате получена 
плазмида рМС23 (см. рис. 1), содержа-
щая 1,3 МД BglII-фрагмент Д Н К в 
прямой ориентации относительно 1ас-
промотора. рМС23 комплементирует аук-
сотрофность мутантного по гену деза-
миназы штамма Е. coli 802-6. Следует 
заключить, что клонированный 1,3 МД 
BglII-фрагмент Д Н К содержит SD-по-
следовательность гена ribG. 

Ранее установлено, что оператор ри-
бофлавинового оперона расположен ле-
вее сайта PstI [4J. Для локализации 
оператора относительно сайта Bgl 11 про-
анализировали свойства плазмиды 
рМС17, которая получена в результате 
замены 1,3 МД Bgl II-фрагмента Д Н К 
конститутивного rib-оперона (pLA44) на 
аналогичный фрагмент Д Н К оперона 
дикого типа (pLP102). Если мутация 
пЬ0 3 3 5 расположена за пределами 
1,3 МД Bgll l -фрагмента, рМС17 долж-
на сохранить конститутивный фенотип 
родительской плазмиды pLA44; в про-
тивном случае она должна приобрести 
дикий фенотип. Для контрольного опы-
та было необходимо также иметь плаз-
миду, аналогичную pLA44, но содер-
жащую rib-оиерон дикого типа. Такая 
плазмида — pLA144 — получена путем 
клонирования 6,3 МД EcoRI-фрагмен-
та pLP102 на векторе pLAllO. 

Д Н К плазмнд pLA44 (ribOc), pLA144 
(ribO+) її pMC17 (гибридный rib-one-
рон) использовали для трансформации 
В. subtilis PG260. Клетки, трансформи-
рованные pLA44 и рМС17, п отличие от 
трансформированных pLA144 способны 
к сверхсинтезу рибофлавина (табл. 3). 
Сохранение конститутивного типа био-
синтеза рибофлавина у рМС17 свиде-
тельствует о том, что мутация гіЬОЯЯ5 
расположена за пределами 1,3 ЛІД 
BglII-фрагмента Д Н К . Поскольку опе-
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Т а б л и ц а 3 
Синтез рибофлавина клетками В.subtilis PG260. 
содержащими плаэмиды 

Плазмида 
OD j4 0 через 
10 ч инку-

бации 

Синтез рибофлавина, 
мк г/мл 

Плазмида 
OD j4 0 через 
10 ч инку-

бации через 10 ч 
ннкубацни 

через 
2 5 ч ин-
кубации 

pLA144 
pLA44 
рМС17 

1,32 
0 ,66 
2 , 0 4 

0 
21 
29 

0 
33 
54 

ратор ribO расположен левее сайта 
PstI , следует заключить, что он, так же 
как и промотор гена ribG, расположен 
слева от 1,3 МД BglII-фрагмента Д Н К 
(см. рис. 1). Это подтверждает предпо-
ложение, что область перед геном ribG 
содержит главный (регулируемый опе-
ратором ribO) промотор rib-оперона [5]. 

Второй промотор rib-оперона (р2) ра-
нее локализован в SalGI — Hind l l l - ' 
фрагменте перед геном ribF, а третий 
промотор (рЗ) — в Hindi 11 С-фрагменте 
pLP102 за геном ribT 151. Поскольку 
инверсия 1,3 МД Bglll-фрагмента на-
рушает экспрессию гена ribA, распо-
ложенного между генами ribF и ribT, 
следует заключить, что промотор р2 
расположен между сайтами SalGI и 
Bgll l , как это показано на рис. 1. От-
сутствие экспрессии гена ribD на плаз-
миде рМС16 указывает на то, что тре-
тий промотор (рЗ) обеспечивает тран-
скрипцию только гена r ibH. 

Д л я установления правой границы 
rib-оперона проведен анализ делеций 
в хромосоме В. subtilis, полученных с 
помощью генной конверсии. Плазмпды, 
использованные в этих экспериментах, 
изображены на рис. 1. Д Н К pGM51 
содержит фланговые области 6,3 МД 
EcoRI-фрагмента Д Н К pLP102 и век-
тор pBR322. В Д Н К pGM51 вместо де-
летированного rib-оперона интегрирова-
ли 2 МД плазмиду pC194(CmR) по сай-
ту Hindi I I . В результате получена плаз-
мида рМС10.; Плазмида рС194 способна 
к автономной репликации в бациллах. 
Эта способность, однако, исчезает, ес-
ли плазмидная Д Н К переводится в ли-
нейную форму, например после обра-
ботки рестриктазами [11]. Д Н К рМСЮ 
линеаризовали по сайту BamHI, рас-
положенному в сегменте pBR322, и 
использовали для трансформации про-
тотрофного штамма В. subtilis SHgW. 
Все Сшк-трансформанты оказались 

ауксотрофами по рибофлавину. Один 
из CmR Rib~-^0H0B, обозначенный 
символом МС10, использован для оп-
ределения . положения Ст к -маркера в 
составе хромосомы, так как этот штамм 
не содержал автономной плазмидной 
Д Н К . Хромосомную Д Н К В. subtilis 
МС10 фрагментировали EcoRI и ги-
бридизовали с меченной | :12Р|-ДМК 
рС194. Вся метка обнаруживалась в 
области фрагментов с мол. массой 4 М Д 
(рис. 2, см. на вклейке). Это\соответ-
ствует величине EcoRI-фрагмента 
рМСЮ, содержащего рС194. Получен-
ные данные свидетельствуют о том, что 
штамм В. subtilis МС10 образован в ре-
зультате замещения области rib-оперона 
SHgW на EcoRI-фрагмент рМСЮ, со-
держащий последовательность рС194. 

Штамм В. subtilis МС10 трансформи-
руется к прототрофности плазмидой 
pLP102. Плазмида pGM17, которая со-
держит фрагмент Д Н К В. subtilis, деле-
тированный у В. subtilis МС10, не спо-
собна к трансформации этого штамма. 
Однако, если Д Н К pGM17 объединя-
ется с репликоном рМХЗО, способным 
к автономной репликации в В. subti-
lis, то полученная таким образом плаз-
мида рМС56 комплементирует ауксо-
трофность В. subtilis ЛАС10. Ранее уста-
новлено, что мутация ribH16, нарушаю-
щая дистальный ген rib-оперона, распо-
ложена в H i n d i l l С-фрагменте pLP102 
[3]. Возможность комплементации rib-
ауксотрофиости В. subtilis МС10 плаз-
мидой рА1С56, по-видимому, означает, 
что ген ribH сохранен в составе плаз-
миды в неповрежденном виде, т. е. це-
ликом расположен в Hind l l l С-фраг-
менте pLP102. Полученные результаты 
позволяют заключить, что структурные 
гены rib-оперона расположены в соста-
ве 2,8 МД BglII-HindIII-фрагмента 
Д Н К В. subtilis, как это показано на 
рис. 1. 

Авторы работы выражают благодар-
ность проф. Г. М. Шавловскому за пре-
доставленные штаммы Е. coli и д-ру 
Д . А.'Перумову за участие в обсуждении 
результатов работы. 
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Известно, ' что холерный ТОКСИН (СТ) 
является основным фактором. патоген-
ностн Vibrio cholerae. Молекула СТ 
состоит из V субъединицы А (СТА) и 
5 субъединиц; В (СТВ). СТВ связывается 
с ганглиозидом Gm^ находящемся на 
поверхности эпителия тонкого кишеч-
ника, а СТА активирует систему «мем-
бранная , аденилатциклаза -U : сАМР». 
Действие £ Т определяет основной симп-
томокомплекс заболевания—диарей-
дый синдром [6, 7]. , 

Один'из подходов к ^созданию эффек-
тивных профилактических препаратов 
против инфекций, вызванных V. chole-
rae, заключается в использовании СТВ 
для индукции антитоксического имму-
нитета. СТВ самопроизвольно агреги-
рует в пентамеры и является сильным 
антигеном [6, 7]. Она не обладает ток-
сической активностью, но способна спе-
цифически адсорбироваться на поверх-
ности эпителия тонкого кишечника и 
стимулировать локальный иммунный 
ответ. При иммунизации СТ токсин-
нейтрализующие антитела образуются 
преимущественно к СТВ [8, 9],. Все это 
свидетельствует о перспективности ис-
пользования СТВ в качестве иммуни-

зирующего агента при конструиро-
вании вакцин против V. cholerae. 

Ранее нами было проведено клониро-
вание оперона холерного токсина [1] 
и изучены структурная организация 
и выражение генов, кодирующих био-
синтез' СТ, в составе рекомбинантных 
плазмнд. Цель настоящей работы за-
ключается в создании плазмид, детер-
минирующих биосинтез СТВ. 

М а т е р и а л ы и м е т о д ы 
I, 

Бактериальные штаммы, использованные 
в работе, приведены в табл. 1. 
' Плазмидную ДНК выделяли щелочным 
Методом с последующим переосаждением по-
лиэтиленгликолем и очисткой в переформи-
рованном градиенте хлористого цезия [1, 21. 

Обработку ДНК рестрнкциониыми эндо-
н у к л е а з а м и , л и г и р о в а н и е ' рестрикционных 
фрагментов , т р а н с ф о р м а ц и ю б а к т е р и а л ь н ы х 
клеток и электрофорез фрагментов Д Н К про-
водили согласно методам, изложенным в ру-
ководстве по генной инженерии [2]. 

Получение зондов описано нами ранее [1]. 
L T B - з о н д представляет собой меченный с 
помощью [ 3 2 Р1-СТР E c o R I - H i n d I I I - ф р а г м е н т 
плазмиды p L T 3 0 7 , с о д е р ж а щ и й ген В-субъ-
еднницы т е р м о л а б и л ы ю г о токсина Е. col i . 

Перенос на нитроцеллюлозные фильтры 
в ы п о л н я л и по методу Е . S o u t h e r n [12]. 

ДНК-ДНК-гибридизацию проводили в 
«мягких» у с л о в и я х , способствующих образо-
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