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Термофильные бактерии находят все более широкое применение в биотехнологии. Одними из на-
иболее перспективных термофилов являются представители рода Geobacillus. В статье рассмотрены 
известные на данный момент методики генетической и метаболической инженерии этих микроор-
ганизмов, а также примеры их использования в различных отраслях биотехнологии.
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ВВЕДЕНИЕ

Современные химическая, нефтехимическая 
и топливная отрасли промышленности базиру-
ются на использовании огромного количества 
органических веществ. На сегодняшний день 
значительная часть органических соединений 
добывается из ископаемых источников, что 
отрицательно влияет на экологию планеты. 
Кроме того, полезные ископаемые оказываются 
во все более трудноизвлекаемой форме, а объем 
потребления непрерывно растет, что приводит 
к увеличению затрат на добычу сырья и росту 
цен на продукты, полученные из него.

Ввиду постоянного роста цен на ископае-
мые источники, а также по причине развития 
биологических дисциплин регулярно появ-
ляются новые и развиваются уже известные 
биотехнологические процессы получения ор-
ганических веществ. С момента возникновения 
промышленных производств микроорганизмы 
активно использовались в различных процес-
сах, изначально это были процессы получения 
кисломолочных продуктов, продуктов спирто-
вого, уксусного брожения, силосования, а также 

многие другие. В настоящее время актуальным 
направлением развития биотехнологий является 
разработка процессов, которые в перспективе 
смогут сократить использование полезных ис-
копаемых, а в отдаленном будущем полностью 
исключить их использование.

РАЗВИТИЕ БИОТЕХНОЛОГИИ 
КЛЕТОЧНЫХ КАТАЛИЗАТОРОВ

В 20-м веке происходило бурное разви-
тие биологических наук: общей биологии, 
микробиологии, генетики и молекулярной 
биологии. Знаковым событием для биологии 
как академической науки и биотехнологии как 
отрасли экономики стало развитие методов 
секвенирования. В 1970-е годы секвенирова-
ние фрагментов генов 16S рРНК показало, что 
настоящее разнообразие микроорганизмов мно-
гократно превышает возможности его изучения 
традиционными морфологическими методами 
(Woese et al., 1975). Секвенирование геномов 
микроорганизмов, сначала прокариотического, 
затем эукариотического происхождения проли-
ло свет на процессы, происходящие в клетке. 
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Дальнейшее развитие технологий привело к 
появлению метода параллельного секвениро-
вания и сделало возможным использование 
методов полногеномного секвенирования в 
повседневной работе отдельной лаборатории. 
Полученный таким образом материал о гене-
тических последовательностях, нарастающий 
лавинообразно с каждым годом, дал толчок к 
изучению свойств белков, межгенных взаи-
модействий и способов регуляции в геноме. 
Значительный вклад в развитие биологического 
знания привнесло усовершенствование вы-
числительных алгоритмов, связанное с ростом 
вычислительных мощностей, в результате чего 
возникла отдельная наука – биоинформатика. 

Накопленные знания о клеточных процессах 
вместе с применением методов генетической 
инженерии в настоящее время позволяют ма-
нипулировать метаболическими процессами 
клетки путем внесения изменений в ее геном. 
При этом, благодаря применению биоинфор-
матических алгоритмов, возможно предвари-
тельно смоделировать наиболее перспективный 
вариант преобразований генома для получения 
целевого продукта метаболизма.

ЗАДАЧИ, СТОЯЩИЕ ПЕРЕД 
СОВРЕМЕННОЙ БИОТЕХНОЛОГИЕЙ

Для любых технологических процессов, в 
том числе биотехнологических, основными 
критериями успешного применения являются 
эффективность и экономическая обоснован-
ность. В настоящее время одним из ключевых 
направлений биотехнологических исследова-
ний в области получения спирта и органических 
кислот является проблема использования в 
качестве первоначального источника вещества 
растительной биомассы или выделенных из нее 
сахаров. В отличие от традиционно используе-
мых для этой цели зерен или плодов, состоящих 
преимущественно из крахмала или сахарозы, 
растительная биомасса состоит из целлюлозы и 
гемицеллюлозы, при этом до 40 % всех сахаров 
в ней составляют пентасахариды, в основном 
ксилоза. Эти сахара отсутствуют в крахмалосо-
держащем сырье. В связи с этим возникла зада-
ча поиска и разработки продуцентов, способных 
усваивать пентозы, поскольку метаболизм мик-
роорганизмов, традиционно используемых для 

получения биоспирта и органических кислот, к 
этому не приспособлен. Другим приоритетным 
направлением развития биотехнологии является 
разработка процессов и схем, не требующих 
больших затрат энергии на их выполнение. 
Большинство биотехнологических процессов 
полного цикла включают высокотемпературную 
обработку либо на стадии подготовки сырья, 
либо на стадии выделения продукта. Особенно 
актуальна высокотемпературная обработка при 
использовании целлюлозы в качестве источника 
биоэтанола, так как ее гидролиз значительно 
облегчается при повышенных температурах. 
Выделение биоэтанола также проводится 
при повышенных температурах. При этом 
ферментирование сахаров, полученных при 
гидролизе лигноцеллюлозы мезофильными 
микроорганизмами, будет требовать сначала 
охлаждения, потом нагрева. Избежать необ-
ходимости постоянного охлаждения больших 
объемов растворов можно при проведении фер-
ментирования с использованием термофильных 
микроорганизмов в качестве клеточных катали-
заторов. Использование термофилов позволяет 
проводить многие стадии биотехнологических 
процессов при температурах свыше 50 °С, в ре-
зультате чего облегчается экстракция некоторых 
летучих продуктов (например спиртов) и под-
держание анаэробных условий из-за меньшей 
растворимости кислорода. Кроме того, высокие 
температуры приводят к снижению вероятности 
контаминации. В настоящее время в этом на-
правлении активно изучаются следующие мик-
роорганизмы: Clostridia, Thermoanaerobacter, 
Caldicellulosiruptor, Thermotoga, Pyrococcus, 
Anoxybacillus и Geobacillus (Taylor et al., 2009; 
Verhaart et al., 2010; Goh et al., 2013). Из выше-
приведенного списка особый интерес представ-
ляют бактерии рода Geobacillus и Anoxybacillus, 
которые, в отличие от бактерий рода Clostridia, 
способны жить в присутствии кислорода. В то 
же время бактерии рода Geobacillus в отличие 
от Thermotoga и Pyrococcus живут при темпе-
ратурах, близких к умеренным, что позволяет 
применять для селекции некоторые маркеры 
устойчивости к антибиотикам, используемые 
для манипуляции с мезофильными микроорга-
низмами. Род Anoxybacillus практически не изу-
чен в плане применения методов манипуляций 
с геномом и применения в биотехнологии.
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СИСТЕМАТИКА РОДА GeobaciLLus

Представители рода Geobacillus являются 
грамположительными термофильными па-
лочковидными бактериями, аэробными или 
факультативно анаэробными. Довольно дол-
го единственным облигатным термофилом, 
относящимся к роду Bacillus, был Bacillus 
stearothermophilus (Donk, 1920). В 1949 г. 
Gordon и Smith (1949) провели ревизию 206 
термофильных штаммов рода Bacillus, в ре-
зультате которой 46 из них они отнесли к 
мезофильным видам, а остальные разделили 
между двумя видами, B. stearothermophilus и  
B. coagulans. В последующие десятилетия число 
видов постепенно росло. В 1993 г. White с соавт.  
исследовали 234 термофильных штамма рода 
Bacillus при помощи нескольких методов 
(фенотипические характеристики, различные 
физиологические тесты, гибридизация ДНК) 
и заключили, что их выборку можно разделить 
на 18 видов (White et al., 1993).

Методы секвенирования ДНК изменили 
систематику рода Bacillus. Ash с соавт. построи-
ли филогенетические деревья по генам 16S 
рРНК 51 штамма рода Bacillus. Род Bacillus 
оказался полифилетичным и разделился на 5 
ветвей, причем термофильные его представи-
тели: B. stearothermophilus, B. kaustophilus и  
B. thermoglucosidasius были отнесены к группе 5.  
В результате этой и последующих работ из рода 
Bacillus было выделено более десятка новых 
родов (Ash et al., 1991).

В 2001 г. Т. Назина с соавт. выделили новый 
род Geobacillus, к которому отнесли 6 видов, 
ранее относимых к роду Bacillus (Geobacillus 
stearothermophilus, Geobacillus thermocatenu-
latus, Geobacillus thermoleovorans, Geobacillus 
kaustophilus, Geobacillus thermoglucosidasius 
и Geobacillus thermodenitrificans), и два новых 
вида, выделенных в данной работе: Geobacillus 
subterraneus и Geobacillus uzunensis (Nazina 
et al., 2001). Позднее к роду Geobacillus были 
отнесены несколько новых видов: Geobacillus 
toebii (Sung et al., 2002), Geobacillus debilis (Banat 
et al., 2004), Geobacillus lithuanicus (Kuisiene et 
al., 2004), Geobacillus gargensis (Nazina et al., 
2004), еще несколько предполагаемых видов 
имеют неопределенный статус. Кроме того, 
к роду Geobacillus причислены из других ро-

дов: Saccharococcus caldoxylosilytic (Fortina et 
al., 2001), Bacillus pallidus (Banat et al., 2004), 
Bacillus Vulcani (Nazina et al., 2004), Bacillus 
thermantarcticus (Coorevits et al., 2011). В даль-
нейшем был выделен новый род Aeribacillus, в 
который был перенесен вид B. pallidus (Miсana-
Galbis et al., 2010). Coorevits с соавт. перенесли 
виды Geobacillus caldoproteolyticus и Geobacillus 
tepidamans в род Anoxybacillus, а вид G. debilis 
выделили в новый род Caldibacillus (Coorevits et 
al., 2011). Надо отметить, что валидность некото-
рых новых видов подвергается сомнению. Так, 
Dinsdale с соавт. считают, что G. kaustophilus,  
G. lituanicus и G. vulcani следует объявить сино-
нимами G. thermoleovorans, а G. gargensis явля-
ется синонимом G. thermocatenulatus (Dinsdale 
et al., 2011). В целом можно заключить, что 
систематика рода Geobacillus находится лишь в 
начале своего становления.

БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОЕ 
ПРИМЕНЕНИЕ БАКТЕРИЙ  

РОДА GeobaciLLus 

Термофильные бактерии рассматриваются в 
первую очередь как источник термостабильных 
ферментов. В последние годы значительное ко-
личество генов термофильных ферментов было 
выделено из геномов бактерий рода Geobacillus 
для гетерологичной экспрессии в мезофиль-
ных бактериях. Среди них, например, липазы 
(Abdel-Fattah, Gaballa, 2008; Quintana-Castro 
et al., 2009; Cheong et al., 2011; Ebrahimpour et 
al., 2011; Balan et al., 2012), ферменты, участ-
вующие в расщеплении лигноцеллюлозной 
биомассы: β-глюкозидазы (Shаllom et al., 2005; 
Ben-David et al., 2007; Wagschal et al., 2009; 
Ratnadewi et al., 2013), эндоглюканазы (Ng et 
al., 2009), ксиланазы (Wu et al., 2006; Canakci 
et al., 2007, 2012; Gerasimova, Kuisiene, 2012; 
Liu et al., 2012; Verma et al., 2013) и многие 
другие белки.

В последние несколько лет бактерии рода 
Geobacillus стали активно использовать в ка-
честве клеточных катализаторов и продуцентов 
белка. Так, штамм Geobacillus sp. XT15 способен 
производить ацетоин и 2,3-бутандиол из различ-
ных сахаров (Xiao et al., 2012). Geobacillus sp. 
T1 используется как источник смеси целлюлаз, 
применяемой для расщепления лигноцеллюлоз-
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ной биомассы (Assareh et al., 2012). De Bendetti 
с соавт. иммобилизовали G. stearothermophilus 
CECT 43 на агарозе для получения 2,6-диами-
нопурин-2′-дезоксирибозида и 2,6-диаминопу-
ринрибозида (De Bendetti et al., 2012). Azfal с 
соавт. использовали G. stearothermophilus для 
расщепления хенодезоксихолевой кислоты 
(Azfal et al., 2011). Модификация генома этих 
бактерий может открыть новые возможности 
для развития биотехнологических процессов. 

Бактерии рода Geobacillus ввиду своей 
способности использовать различные сахара и 
высокой скорости роста при повышенных тем-
пературах как в аэробных, так и в анаэробных 
условиях представляют особый интерес в каче-
стве продуцентов спиртов из лигноцеллюлозной 
биомассы. Исследования в этом направлении 
проводятся достаточно давно. В частности, 
штамм B. stearothermophilus LLD-R, способ-
ный расти с высокой скоростью при 70 °C, при 
анаэробных условиях производит в основном 
L-лактат и небольшие количества муравьиной 
и уксусной кислот, а также спирта. Путем се-
лекции резистентного штамма на среде с флуо-
ропируватом был получен мутантный штамм 
LLD-15, у которого ген L-лактатдегидрогеназы 
был инактивирован (Payton, Hartley, 1985). Му-
тантный штамм B. stearothermophilus LLD-R 
был способен производить спирт из сахарозы 
при 70 °С с эффективностью и скоростью, со-
поставимыми с таковыми для дрожжей, тради-
ционно используемых для получения этанола из 
крахмала и сахарозы (Hartley, Shama, 1987).

Geobacillus thermoglucosidasius. В другой 
работе была осуществлена попытка получения 
продуцента этанола из бактерии G. thermogluco-
sidasius путем введения в клетку гена пиру-
ватдекарбоксилазы из Zymomonas mobilis. Эта 
стратегия показала свою эффективность в со-
здании этанологенных Escherichia coli (Ingram 
et al., 1987; Alterthum, Ingram 1989) и Bacillus 
megaterium (Talarico et al., 2005). Thompson с 
соавт. продемонстрировали, что пируватдекар-
боксилаза из Z. mobilis может экспрессироваться 
в G. thermoglucosidasius в активной форме при 
температурах до 52 °С, что соответствует мини-
мальной температуре роста этой бактерии. Хотя 
нативный фермент стабилен при температуре 
до 60 °С, сборка полноценной термостабильной 
пируватдекарбоксилазы в G. thermoglucosidasius 

не происходила, что не позволило использовать 
полученный штамм в качестве продуцента эта-
нола (Thompson et al., 2008). 

В 2009 г. Cripps с соавт. опубликовали ста-
тью, в которой исследовали возможность полу-
чения продуцентов спирта на основе бактерий 
G. thermoglucosidasius NCIMB 11955 и DL33 
(Cripps et al., 2009). Авторы разработали систе-
му генетической инженерии для этих штаммов 
и смогли внести ряд изменений в их геном. 
Первоначально в геноме обоих штаммов был 
нокаутирован ген лактатдегидрогеназы. В слу-
чае G. thermoglucosidasius NCIMB 11955 доми-
нирующим продуктом стал этанол с заметным 
количеством примеси муравьиной и уксусной 
кислот, выход этанола возрос с 0,10 г/г до 0,24 г/г  
глюкозы. Недостатком мутантной линии стало 
уменьшение скорости роста и, соответственно, 
переработки глюкозы; время достижения мак-
симальной концентрации этанола возросло с 
6,5 до 12,5 ч. В случае G. thermoglucosidasius 
DL33 также наблюдалось заметное увеличение 
выхода этанола (до 0,31–0,35 г/г глюкозы) с 
примесью муравьиной и уксусной кислот. 

Для дальнейшей работы авторы выбрали 
штамм G. thermoglucosidasius NCIMB 11955. 
Было показано, что лимитирующим звеном яв-
ляется переработка пирувата до ацетил-КоА. В 
связи с чем для ускорения этого процесса была 
проведена замена нативного промотора гена 
pdhA (пируват дегидрогеназы α) на промоторы 
генов ldh (лактат дегидрогеназы), взятых из ге-
номов других штаммов бактерий этого же рода, 
а также на промотор гена pfl (пируватформиат-
лиазы) B. cereus ATCC14579. Во всех случаях 
было достигнуто заметное увеличение выхода 
этанола. Для снижения количества примесей 
в виде формиата и исключения его влияния на 
клетки авторы провели нокаут гена пируватфор-
миатлиазы pfl. В результате в конечном продукте 
содержание муравьиной кислоты снизилось 
практически до нуля. Эта работа была выпол-
нена на основании ранее проведенных исследо-
ваний G. thermoglucosidasius M10EXG. 

G. thermoglucosidasius M10EXG был выде-
лен путем скрининга в компостных отложениях 
термофильных микроорганизмов, способных 
жить при высоких концентрациях спирта (Fong 
et al., 2006). Выявленным в результате скринин-
га двум новым штаммам были даны названия 
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G. thermoglucosidasius M5EXG и M10EXG, что 
отражает их толерантность к спирту в концент-
рациях 5 и 10 % (об./об.) соответственно. Эти 
штаммы способны расти в диапазоне  темпера-
тур 50–80 °C и pH 6,0–8,0, оба штамма могут 
использовать различные источники углерода, 
включая арабинозу, галактозу, маннозу, глюкозу 
и ксилозу, и продуцируют небольшие количе-
ства спирта, ацетата и лактата.

Исследования профиля роста G. thermoglu-
cosidasius M10EXG на различных питательных 
средах показали, что этот штамм способен 
расти на минимальной среде, содержащей 
глюкозу или ксилозу в качестве единственного 
источника углерода. G. thermoglucosidasius 
M10EXG может использовать глюкозу и кси-
лозу одновременно (совместное брожение), 
хотя при относительно низкой концентрации 
глюкозы потребление ксилозы снижается, осо-
бенно при добавлении дрожжевого экстракта  
в среду (Riyanti et al., 2009). Самый высокий 
выход биомассы (0,5 г/л) был получен на среде 
с глюкозой, выход возрастал при добавлении 
дрожжевого экстракта. Самая высокая удельная 
скорость роста была получена при выращива-
нии штамма на смеси глюкозы и ксилозы (0,5 %:  
0,5 % вес/объем). Диауксический рост был по-
казан на смеси глюкозы, ксилозы и дрожжевого 
экстракта. Штамм производит этанол (0,1 г/л), 
а также (0,2 г/л) побочные продукты, L-лактат 
и ацетат, после 15 ч роста.

Исследования центрального метаболизма  
G. thermoglucosidasius M10EXG при различных 
условиях роста показали, что при аэробных 
условиях метаболизм глюкозы протекает через 
гликолиз, пентозофосфатный путь и цикл три-
карбоновых кислот (ЦТК). Когда условия роста 
были переведены с аэробных на микроаэробные, 
потоки углерода в ЦТК и пентозофосфатном 
пути сократились примерно в два раза и были 
направлены на производство этанола, L-лактата 
(> 99 % оптической чистоты), ацетата и фор-
миата. При полностью анаэробных условиях  
G. thermoglucosidasius M10EXG использовал 
смешанный процесс брожения и давал макси-
мальный выход этанола: 0,38 ± 0,07 моль на  
1 моль глюкозы. Применение моделирования по-
токов углерода G. thermoglucosidasius M10EXG 
in silico показало, что для повышения производ-
ства этанола необходимо модифицировать мета-

болические  пути, поскольку продукция лактата и 
ацетата уменьшает максимальный выход этанола 
примерно в 3 раза (Tang et al., 2009).

Работу со штаммом G. thermoglucosidasius 
NCIMB 11955 продолжил Bartosiak-Jentys с 
соавт. Эти исследования были направлены на 
возможность использования этого штамма в 
качестве продуцента белков. Авторы разрабо-
тали вектор для экспрессии и секреции гете-
рологичных белков в G. thermoglucosidasius 
NCIMB 11955 (Bartosiak-Jentys et al., 2013). Этот 
вектор (pUCG3.8) содержал ген устойчивости к 
канамицину (knt) и полилинкер, включающий 
различные сайты рестрикции. В полученную 
конструкцию был встроен ген эндоглюканазы 
Cel5A Thermotoga maritima под промотором 
гена β-глюкозидазы G. thermoglucosidasius 
NCIMB 11955. С 3′-конца гена эндоглюканазы 
была помещена последовательность, коди-
рующая сигнальный пептид β-1,4-ксиланазы  
G. thermoglucosidasius C56-YS93. Было пока-
зано, что промотор β-глюкозидазы успешно 
индуцируется целлобиозой и обеспечивает 
высокий уровень экспрессии белка.

Авторы также сделали попытку экспрес-
сировать в pUCG3.8 укороченный ген celA 
Caldicellulosiruptor saccharolyticus, содержащий 
экзоглюканазный домен семейства 48 глико-
зидгидролаз и С-терминальный углевод-свя-
зывающий домен. В результате был достигнут 
лишь незначительный уровень специфической 
активности, что говорит или о слабой работе 
промотора, или о слабой секреции белка.

Так как уровень экспрессии генов под про-
мотором β-глюкозидазы оказался неустойчивым 
из-за постепенного уменьшения количества 
целлобиозы, авторы заменили его на модифи-
цированный конститутивный промотор гена 
урацилфосфорибозилтрансферазы G. thermo-
glucosidasius NCIMB 11955. В результате 
уровень экспрессии белка Cel5A вырос в 5 раз 
по сравнению с экспрессией под промотором 
β-галактозидазы.

МЕТОДЫ ТРАНСФОРМАЦИИ 
GeobaciLLus

Возможность проведения манипуляций с 
геномом клетки открывает широкие перспек-
тивы для получения эффективных продуцентов 
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на основе выделенных из природы бактерий. 
Ключевым этапом в манипуляции с геномом 
микроорганизма является его трансфекция 
экзогенной ДНК. Для бактерий рода Geobacillus 
удалось трансформировать очень ограниченный 
круг штаммов, в большинстве случаев с приме-
нением достаточно сложных методов, в связи с 
чем данный вопрос требует отдельного, внима-
тельного рассмотрения. За время изучения этого 
вопроса было опробовано достаточно большое 
число методов трансфекции Geobacillus sрp.

Трансфекция протопластов

Первые работы по трансформации бакте-
рий, отнесенных в настоящее время к роду 
Geobacillus, появились в 1980-х годах. Транс-
формация B. stearothermophilus CU21 была 
проведена коллективом японских авторов с 
применением методики трансформации про-
топласта в присутствии полиэтиленгликоля, 
описанной для Bacillus subtilis (Chang, Cohen, 
1979), с некоторыми модификациями, учиты-
вающими специфику роста термофильной бак-
терии (Imanaka et al., 1982). Максимальная эф-
фективность этой процедуры составила 2 × 107  
трансформантов на 1 мкг ДНК, при этом 
плазмиды pTB19 и pTB90 из термофильного 
Bacillus spp. могли поддерживаться и экспрес-
сироваться в B. stearothermophilus до 65 °C, 
тогда как экспрессия pUB110 из мезофильного 
Staphylococcus aureus происходила при темпе-
ратурах до 55 °C.

Успешная трансформация протопластов 
другого штамма, B. stearothermophilus 1174, 
была проведена конструкцией, состоящей 
из термостабильного ориджина репликации 
плазмиды B. stearothermophilus и селективного 
маркера антибиотикоустойчивости из плазмиды 
pUB110 (Liao et al., 1986). Химерная плазмида 
была значительно более стабильна, чем pUB110, 
и поддерживалась при температуре до 70 °С, 
однако кодируемая плазмидой канамицин-нук-
леотидилтрансфераза была неустойчива при 
температурах выше 55 °С. Исследователями 
был отобран мутантный вариант плазмиды, 
устойчивый к канамицину при температурах 
до 63 °С, и определены нуклеотидные замены, 
обеспечивающие термостабильность кана-
мицин-нуклеотидилтрансферазы. Эффектив-

ность трансформации, достигнутая в данной 
работе, составила 4 × 104 трансформантов на 
мкг ДНК.

Эффективная система трансформации прото-
пластов B. stearothermophilus NUB3621 плазми-
дой pTHT15 Tcr, выделенной из термофильного 
Bacillus sрp., и pLW05 Cmr, сконструированной 
на основе плазмиды pUB110 из мезофильного 
S. aureus, была разработана Wu и Welker (1989). 
Эффективность трансформации этими плазми-
дами составила 4 × 108 и 2 × 107 трансформантов 
на мкг ДНК соответственно, что выше, чем для 
B. stearothermophilus CU21 (Imanaka et al., 1982) 
или B. stearothermophilus NRRL 1174 (Liao et al., 
1986). Трансформация проводилась при 50 °С, 
что близко к минимальной температуре роста 
этого штамма. Однако pLW05 Cmr не могла 
стабильно поддерживаться при температурах 
свыше 50 °C, хотя белок, кодируемый геном ан-
тибиотикоустойчивости, был активен до 70 °C.  
Напротив, pTHT15 Tcr была стабильна в куль-
турах, растущих при температурах более 60 °C,  
но белок, обеспечивающий устойчивость к 
тетрациклину, был относительно термолабилен 
при повышенных температурах. 

Электропорация

Одной из первых работ, в которой был опи-
сан метод электропорации B. stearothermophilus, 
стала работа Narumi с соавт., которые выделили 
из образцов почвы штаммы B. stearothermophilus 
и провели скрининг на эффективность элект-
ропорации (Narumi et al., 1992). В результате 
был выделен штаммм B. stearothermophilus 
K1041, для которого провели оптимизацию 
условий электропорации, в результате чего 
эффективность этой процедуры сравнялась 
с эффективностью трансформации протоп-
ластов B. stearothermophilus CU21 плазмидой 
pUB110 (Imanaka et al., 1982). Эффективность 
трансформации была максимальна для клеток, 
находящихся в поздней экспоненциальной фазе 
роста при ОД600 �� 0,95, и составила 5,8 × 105 
на мкг pUB110. При этих условиях и транс-
формации рекомбинантной плазмидой pIH41, 
кодирующей устойчивость к хлорамфениколу, 
тетрациклину и канамицину, эффективность  
процедуры немного снижалась и составила 
104–105 на мкг pIH41.
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Конъюгация

Метод трансформации при помощи конъюга-
ции широко используется для трансформации 
актиномицетов. Этот подход был использован 
Suzuki с соавт. для трансформации бактерий 
рода Geobacillus (Suzuki, Yoshida, 2012). Культу-
ру термостабильных бактерий, в данном случае 
G. kaustophilus, легко отделить от клеток E. сoli 
инкубированием при высокой температуре, что 
очень удобно при использовании метода.

Suzuki с соавт. описали способы транс-
формации бактерий G. kaustophilus (Suzuki, 
Yoshida, 2012; Suzuki et al., 2012, 2013). Штамм 
G. kaustophilus HTA426 был выделен из глу-
боководных отложений Марианской впадины, 
он способен к росту в аэробных условиях при 
высоких температурах (40–74 °С) и высокой 
концентрации NaCl – до 3 % w/v (Takami et al., 
2004a). Этот штамм имеет высокую скорость 
роста при аэробных и анаэробных условиях, 
сходную с таковой для E. сoli и B. subtilis, и 
способен использовать в качестве источника 
углерода широкий спектр веществ: глицерин, 
казаминовые кислоты, гексозы (D-глюкоза,  
D-галактоза, D-манноза, миоинозитол), пенто-
зы (L-арабиноза и D-ксилоза), олигосахариды 
(целлобиоза, мальтоза, сахароза, растворимый 
крахмал, ксилоолигосахариды) и спирты (эта-
нол, 2-пропанол,  н-бутанол).

Значительное влияние на эффективность 
трансформации могут оказывать системы рест-
рикции–модификации (R-M). Для преодоления 
рестрикционного барьера могут быть использо-
ваны методы метилирования плазмидной ДНК 
либо in vitro, либо in vivo. Получение системы 
метилирования требует знания последователь-
ностей ключевых ферментов. Для штамма  
G. kaustophilus HTA426 известна полная по-
следовательность генома (Takami et al., 2004b). 
Анализ генома G. kaustophilus HTA426 показал, 
что у этого вида имеются два набора генов сис-
темы R-M типа I: GK0343 (M subunit) – GK0344 
(S subunit) – GK0346 (R subunit) и GK1380  
(M subunit) – GK1381 (S subunit) – GK1382  
(R subunit), а также три гена системы R-M типа IV  
(GK1378, GK1379 и GK1390). Кроме того, 
плазмида pHTA426, присутствующая в клетках 
этого штамма, имеет один набор генов системы 
R-M типа II: GKP09 (эндонуклеаза) – GKP08 

(метилаза). На основании полученных данных 
были разработаны плазмиды, содержащие гены 
G. kaustophilus HTA426 GK0343 (M-субъеди-
ница) – GK0344 (S-субъединица) и GK1380 
(M-субъединица) – GK1381 (S-субъединица) 
под контролем промотора гена hsp90. Гены  
G. kaustophilus, встроенные в эти плазмиды, ус-
пешно метилировали ДНК E. coli. В результате 
экспрессии в клетках E. coli белков системы 
метилирования G. kaustophilus HTA426 ДНК, 
содержащаяся в штамме, имела тот же профиль 
метилирования, что и геном G. kaustophilus. В 
результате конъюгации с применением штамма 
E. coli, имеющего профиль метилирования, 
аналогичный профилю метилирования штамма 
реципиента, удалось получить очень высокий 
уровень трансформации с использованием 
плазмиды pUCG18t. 

После того как была получена эффективная 
методика трансфекции G. kaustophilus HTA426, 
была создана система для модификации гено-
ма этой бактерии с последующим удалением 
маркерных генов (Suzuki et al., 2012b). Была 
использована широко применяемая в молеку-
лярной биологии система положительного и 
отрицательного отбора, основанная на исполь-
зовании ауксотрофии по урацилу. Ген pyrF 
кодирует оротидин-5′-фосфатдекарбоксилазу. 
Этот фермент также переводит 5-флуорооротат 
в токсичный 5-флуороуридин-5′-монофосфат. 
Мутанты с делецией по гену pyrF не способны 
расти на среде, не содержащей урацил, однако 
устойчивы к присутствию 5-флуорооротата.

При использовании этой системы селекции 
авторам удалось получить генетически модифи-
цированные штаммы G. kaustophilus, содержа-
щие встройки генов bgaB (кодирует β-галакто-
зидазу) и amyE (кодирует α-амилазу). Продукты 
этих генов позволяют быстро детектировать 
наличие гетерологичной встройки. Та же группа 
авторов (Suzuki et al., 2013) идентифицировала 
в геноме G. kaustophilus HTA426 ряд промото-
ров, индуцируемых мальтозой, D-галактозой, 
целлобиозой, L-арабинозой и миоинозитолом, 
и показала их способность успешно активиро-
вать гетерологичный ген β-галактозидазы. При 
помощи вышеописанной системы для модифи-
кации генома авторы смогли встроить в геном  
G. kaustophilus HTA426 несколько гетероло-
гичных генов: α-амилазу G. stearothermophilus, 
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предполагаемую NTPтрансферазу и фрагменты 
гена целлюлазы Pyrobaculum horikoshii, эсте-
разу Pyrobaculum calidifontis, D-лактатдегид-
рогеназу Sulfolobus tokodaii и предполагаемую 
азоредуктазу G. kaustophilus.

ПЛАЗМИДЫ И ЧЕЛНОЧНЫЕ ВЕКТОРА 
ДЛЯ КЛОНИРОВАНИЯ В GeobaciLLus

Плазмида pUB110 наиболее широко ис-
пользуется для трансфекции бактерий рода 
Geobacillus и других термофильных бактерий 
типа Bacilli. На его основе было создано не-
сколько векторов, несущих ориджин репликации 
pUB110 и ген устойчивости к канамицину.

В частности, благодаря использованию таких 
векторов коллективу во главе с R. Cripps удалось 
получить стабильные генетически модифициро-
ванные штаммы G. thermoglucosidasius (Cripps et 
al., 2009). Было показано, что эти вектора не спо-
собны реплицироваться в G. thermoglucosidasius 
при температуре выше 65 °С. При этом наблюда-
лось большое количество случаев гомологичной 
рекомбинации между плазмидой и бактериаль-
ными хромосомами. Таким образом, встроен-
ная в плазмиду нужная последовательность, 
фланкированная длинными (около 300 п.н.)  
фрагментами, идентичными последовательно-
стям бактериального генома, интегрировалась 
в нуклеоид G. thermoglucosidasius. Колонии со 
встройками можно отбирать по фенотипу или 
методом полимеразной цепной реакции.

Другая векторная система была получе-
на Narumi с соавт. путем вставки фрагмента 
термофильной плазмиды pIH41, выделенной 
из Bacillus sp., в плазмиду pUC18. Челноч-
ный вектор pSTE12 благодаря термофильной 
вставке был способен реплицироваться в  
B. stearothermophilus K1041 и экспрессировал ген 
резистентности к тетрациклину. Вектор содер-
жал 10 уникальных сайтов рестрикции из района 
lacI�OPZ� плазмиды pUC18. pSTE12 со встрой-
кой фрагмента, кодирующего аспартат транс-
карбамилазу E. сoli, стабильно поддерживался 
в B. stearothermophilus K1041 при селективных 
условиях. Этот же коллектив авторов (Narumi et 
al., 1992) разработал термостабильный вектор 
pSTE33, который состоит из фрагмента плазми-
ды E. coli pUC19, гена, кодирующего термоста-
бильную канамицин-нуклеотидилтрансферазу 

из плазмиды pKM14, и фрагмента плазмиды 
pSTK1 B. stearothermophilus. Вектор стабильно 
поддерживался в B. stearothermophilus при 67 °С 
без снижения числа копий.

De Rossi с соавт. на основе маленькой крип-
тической плазмиды из термофильного штамма 
B. coagulants Zu 196 I создали рекомбинантную 
плазмиду pRP9, содержащую ген устойчивости 
к хлорамфениколу. Полученная плазмида обла-
дала высокой сегрегационной и структурной 
стабильностью в B. stearothermophilus. Эффек-
тивность трансформации B. stearothermophilus 
NUB3621 плазмидой pRP9 составила 4–6 × 105 
на мкг ДНК. Было показано, что на неселектив-
ной среде плазмида стабильно поддерживается 
по крайней мере на протяжении 100 поколений 
(De Rossi et al., 1991). 

О создании челночного вектора для метабо-
лической инженерии Geobacillus sрp. сообщали 
Taylor с соавт. На основе плазмиды pUC19, 
гена устойчивости к канамицину из плазмиды 
pUB110 и маленькой криптической плазмиды 
pBST1 был создан вектор, названный pUCG18, 
который реплицировался в клетках E. coli и  
G. thermoglucosidasius DL44 и был стабильным 
до 68 °С в присутствии селектирующего агента. 
Эффективность трансформации G. thermogluco-
sidasius составила 1 × 104 на мкг ДНК (Taylor 
et al., 2008). 

На основе плазмиды pUCG18 Bartosiak-
Jentys с соавт. создали систему для скриниро-
вания трансформантов G. thermoglucosidasius. 
С этой целью была сконструирована плазмида 
pGR002, содержащая ген катехол-2,3-диокси-
геназы (pheB) под промотором гена лактатде-
гидрогеназы (ldh). Катехол-2,3-диоксигеназа 
катализирует расщепление катехольного арома-
тического кольца до полуальдегида 2-гидрокси-
муконовой кислоты. Этот продукт имеет яркий 
желтый цвет, что позволяет использовать его как 
маркер. Было показано, что наиболее высокий 
уровень экспрессии катехол-2,3-диоксигеназы 
достигается в аэробных условиях, тогда как в 
анаэробных условиях специфической активно-
сти в клетках не наблюдается (Bartosiak-Jentys et 
al., 2012). Позднее та же группа создала вектор 
для экспрессии и секреции гетерологичных 
белков в G. thermoglucosidasius NCIMB 11955. 
Этот вектор (pUCG3.8) содержал ген устой-
чивости к канамицину (knt) и полилинкер, 
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включающий различные сайты рестрикции. 
В полученную конструкцию был встроен ген 
эндоглюканазы Cel5A T. maritima под промото-
ром гена β-глюкозидазы G. thermoglucosidasius 
NCIMB 11955. С 3′-конца гена эндоглюканазы 
был помещен сигнальный пептид β-1,4-ксила-
назы G. thermoglucosidasius C56-YS93. Данная 
конструкция была клонирована в G. thermo-
glucosidasius NCIMB 11955. Было показано, 
что промотор β-глюкозидазы успешно инду-
цируется целлобиозой и обеспечивает высокий 
уровень экспрессии белка (Bartosiak-Jentys et 
al., 2013). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Благодаря своим свойствам бактерии рода 
Geobacillus находят применение в качестве 
клеточных катализаторов. Также в биотехноло-
гии используют выделенные из них ферменты. 
Отдельный интерес представляет возможность 
получения спирта напрямую из лигноцеллюлоз-
ной биомассы с использованием бактерий рода 
Geobacillus. Однако для получения эффектив-
ных продуцентов необходимо ввести в геном 
бактерий значительное количество модифика-
ций с целью как оптимизации метаболизма, так 
и создания в клетках способности к гидролизу 
лигноцеллюлозной биомассы. Эти задачи требу-
ют наличия эффективной системы трансфекции 
и механизмов модификации генома бактерий. 
Еще в 1980-х годах были найдены вектора и 
гены устойчивости к антибиотикам, способные 
поддерживаться в клетках термофильных бак-
терий. Были найдены штаммы бактерий рода 
Geobacillus, которые удалось трансформиро-
вать плазмидными векторами. Однако боль-
шинство штаммов оказались неспособными к 
трансфекции, возможно, по причине наличия 
рестрикционного барьера, возможно, по дру-
гим, невыясненным пока причинам. 

Таким образом, можно заключить, что в обла-
сти изучения свойств бактерий рода Geobacillus 
имеется значительный потенциал для получения 
на их основе клеточных катализаторов при помо-
щи методов направленной инженерии. 

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке гранта № 14.512.11.0057 Министерства обра-
зования и науки Российской федерации.  
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Summary

Thermophilic bacteria are extensively used in biotechnology. Species of the genus Geobacillus rank among 
the most promising ones. Current methods of the genetic and metabolic engineering of these microorganisms 
are considered. Examples of their use in various branches of biotechnology are presented. 
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