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РЕСТРИКЦІЙНИЙ АНАЛІЗ 
СТРЕПТОМІЦЕТНОЇ ПЛАЗМІДИ pSS181*

Проведено рестрикційний аналіз стрептоміцетної плазміди pSS181 за допомогою 7 ендонуклеаз. 
Встановлено наявність сайтів рестрикції для ендонуклеаз EcoRI, PstI, BamHI, SalGI і BglI. На плазміді 
pSS181 є унікальний сайт для рестриктази EcoRI і відсутні сайти для HindIII та XbaI. Молекулярний 
розмір плазміди pSS181 становить 10,75±0,25 тпн. 

В результаті гідролізу плазмідної ДНК парами ендонуклеаз (EcoRI + PstI) та (EcoRI + BamHI) 
виявлено, що сайт рестрикції для фермента EcoRI знаходиться на більших PstI та BamHI- 
фрагментах.

К л ю ч о в і  с л о в а :  стрептоміцет, плазміда, рестриктаза.

За даними літератури, клітини більшості мікроорганізмів містять позахромосомну 
плазмідну ДНК, яка може надавати клітині-господарю властивостей, що забезпечують 
її виживання в несприятливих умовах чи можливість засвоювати нове джерело енергії та 
вуглецю [4, 12, 15]. 

Відомо, що до 25 % досліджених культур стрептоміцетів мають плазмідні ДНК [6]. 
Метою даної роботи було дослідження нової стрептоміцетної плазміди pSS181, як 

можливої основи для конструювання векторної молекули.
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Матеріали і методи. Об’єктом дослідження був штам Streptomyces sp. 181, виділений 
у 2006 р. із зразка екологічно чистого ґрунту заказника “Долина Нарцисів” в Закарпат-
ської області України. 

В експериментах використовували рідке середовище S [13] та агаризоване соєве се-
редовище [1].

Плазмiдну ДНК з дводобового міцелію стрептоміцета виділяли за методом Кайзера 
[8]. Рестрикційний аналіз плазмідних ДНК проводили як запропоновано Маніатісом [3]. 
В роботі використовували рестриктази і стандартні буфери для рестрикції фірми «Фер-
ментас» [2]. Електрофорез плазмідної ДНК та її фрагментів проводили в 0,8 % агарозi в 
ТБЕ-буферi [3]. Як стандарт молекулярних розмірів фрагментів плазмідної ДНК вико-
ристовували HindIII-фрагменти ДНК фагу лямбда [2].

Результати та їх обговорення. З літературних джерел відомо, що завдяки наявнос-
ті носія позахромосомної спадковості клітина стрептоміцета може отримати здатність 
продукувати ряд біологічно активних речовин, таких як антибіотики, пігменти та амі-
нокислоти, набути стійкість до антибіотичних речовин та ряд інших властивостей [6, 12, 
15]. Штам Streptomyces sp. 181 є культурою мікроорганізму, яка щойно виділена з навко-
лишнього середовища. В даний час вивчаються генотипові та фенотипові ознаки даного 
мікроорганізму. Попередньо встановлено, що досліджуваний штам стрептоміцета про-
дукує речовини, що мають антибіотичні властивості та водорозчинний пігмент фіолето-
вого кольору. 

У даного штаму стрептоміцета була виявлена плазміда pSS181. Першим етапом до-
слідження плазмідної ДНК є проведення рестрикційного аналізу – це необхідно для 
встановлення її молекулярного розміру та побудови рестрикційної карти. При проведені 
рестрикційного аналізу плазміди pSS181 використанно 7 ендонуклеаз рестрикції ІІ типу 
(табл. 1, рис. 1). Встановлено, що плазміда pSS181 має унікальний сайт рестрикції для 
рестриктази EcoRI і відсутні сайти рестрикції для 2 ферментів рестрикції HindIII i XbaI.  

Наявність на плазміді ще двох чи трьох сайтів рестрикції відповідно для ендонуклеаз 
PstI та BamHI робить можливим проведення рестрикційного аналізу з використанням 
двох ферментів одночасно. Так, при гідролізі парами рестриктаз EcoRI + PstI та EcoRI + 
BamHI виявлено, що сайт рестрикції для фермента EcoRI знаходиться на більших PstI та 
BamHI- фрагментах (табл. 1).

Та б л и ц я  1

Рестрикційний аналіз плазміди pSS181

Використані 
ендонуклеази

Кількість фрагментів та їх молекулярні розміри Сума фрагментів, тпн

EcoRI 1   (11,0 тпн) 11,0

PstI 2   (8,5 тпн, 2,2 тпн) 10,7

BamHI 2   ( 9,4 тпн, 1,4 тпн) 10,8

HindIII 0

XbaI 0

BglI
9   �(2,0 тпн, 1,9 тпн, 1,4 тпн,  1,3 тпн, 0,9 тпн, 

0,75 тпн, 0,65 тпн,  0,55 тпн, 0,4 тпн, 
0,35 тпн, 0,3 тпн)

10,5

SalGI
9   �(3,5 тпн, 2,1 тпн, 1,45 тпн, 1,0 тпн,  0,9 тпн, 

0,7 тпн, 0,55 тпн, 0,4 тпн, 0,3 тпн)
10,9

EcoRI + PstI 3   (7,2 тпн, 2,2 тпн, 1,4 тпн) 10,8 

EcoRI + BamHI 3   (6,0 тпн, 3,6 тпн, 1,4 тпн) 11,0

Середній розмір 
плазміди pSS181

10,75±0,25 

Наявність унікального сайту рестрикції на плазміді pSS181 робить можливим вико-
ристання її як базову молекулу при конструюванні вектору клонування для стрептомі-
цетів [3, 6, 15].
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Як відомо з літературних джерел, 
плазмідна ДНК знайдена у кожного чет-
вертого дослідженого стрептоміцета [6]. 
Молекулярний розмір плазмід становить 
від 1,8 тпн до 200 тпн, oднак, більшість 
досліджених плазмід мають молекуляр-
ний розмір до 40 тпн [15]. Плазміди тако-
го розміру використовуються як базисні 
молекули при конструюванні векторів: 
наприклад, SLP1.2 (14,5 тпн), pIJ101 (8,9 
тпн), SCP2 (31,6 тпн), pSK2 (10,3 тпн), 
pVE1 (10,8 тпн), pJV1 (10,8 тпн) та інші 
[6]. Повідомляється про наявність кіль-
кох плазмідних ДНК, які мають молеку-
лярний розмір у діапазоні 10,8±0,3 тпн: 
pSАM2 – 11,1 тпн, pVE1-10,8 тпн, pSN22 
– 11,0 тпн, pSLG3 –10,9 тпн, pIJ109 –10,8 
тпн та pMG110 –10,5 тпн [4, 7, 9, 11, 14, 
16]. Ці плазміди виділені з штамів різ-
них видів стрептоміцетів – S. ambofaciens 
ATCC 15154 (pSАM2), S. venezuelae ATCC  
14585 (pVE1), S. nigrifaciens SN22 (pSN22), 
S. lavendulae-grasserius RIA746 (pSLG3), 
S. phaeochromogenes NRRI B 3559 (pIJ109) 
та S. luteolutescens IMEI 40341 (pMG110) 
тпн [4, 7, 9, 11, 14, 16]. В клітинах штаму 
S. kasugaensis IMC MB273, як виявлено, 
одночасно існують 2 плазміди pSK1 та 
pSK2, що мають однаковий молекуляр-
ний розмір – 10,3 тпн та встановлено, що 

вони мають різну первинну будову [6, 17]. 
Як встановлено, молекулярний розмір виявленої нами плазміди pSS181 становить 

10,75±0,25 тпн. Порівняння результатів рестрикційного аналізу плазміди pSS181 та ре-
стрикційних карт плазмід близьких за молекулярним розміром (pSАM2, pVE1, pSN22, 
pSLG3, pIJ109 та pMG110) виявило, що pSS181 є новою плазмідою з відмінною нуклео-
тидною будовою. Так, наприклад, на плазміді pSS181 існують для рестриктази Pst1 2 сай-
ти рестрикції, тоді як на плазмідах  pSN22 та pSLG3 є тільки по одному сайту, а плазміди 
pSАM2 та pIJ109 не мають жодного. Є відмінності в результатах гідролізу плазмід ендо-
нуклеазою BamHI – з плазміди pSS181 утворюються 2  BamHI-фрагменти, а плазміда 
pVE1 переходить в лінійну форму. На плазміді pSS181 є 9 сайтів для ферменту SalG1, на 
плазміді pMG110 сайт для цієї ендонуклеази є унікальним.

Таким чином, у штаму Streptomyces sp. 181 виявлено нову плазміду pSS181 
(10,75±0,25 тпн), яка має унікальній сайт для ендонуклеази EcoRI.  Завдяки невеликому 
молекулярному розміру та наявності унікального сайту рестрикції плазміда може бути 
використана як основа при конструюванні вектора. 

Рис 1. Електрофоретичне розподілення фрагментів 
плазміди pSS181 після гідролізу ендонуклеазами: 

PstI (1); BamHI (2); SalGI (3); XbaI (4); 
BglI (5, 6); EcoRI (7); HindIII (8); 

EcoRI+ HindIII (9); 6 + HindIII (10)
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РЕСТРИКЦИОННЫЙ АНАЛИЗ СТРЕПТОМИЦЕТНОЙ 

ПЛАЗМИДЫ  рSS181

Р е з ю м е
Проведено рестрикционный анализ стрептомицетной плазмиды pSS181 с помощью 

7 эндонуклеаз. Установлено наличие сайтов рестрикции для эндонуклеаз EcoRI, PstI, BamHI, 
SalGI и BglI. На плазмиде pSS181 обнаружен уникальный сайт для рестриктазы EcoRI и отсутствуют 
сайты рестрикции для эндонуклеаз HindIII и XbaI. Молекулярный размер плазмиды составляет 
10,75±0,25 тпн.

В результате гидролиза плазмидной ДНК парами эндонуклеаз (EcoRI + PstI) и (EcoRI + 
BamHI) установлено, что сайт рестрикции для фермента EcoRI расположен на больших PstI 
и BamHI-фрагментрах.
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RESTRICTION ANALYSIS OF STREPTOMYCES PLASMID pSS 181

S u m m a r y
Restriction analysis of plasmid was carried out with the use of 7 enzymes. Presence of restriction sites 

for endonucleases II EcoRI, Pstl, BamHI, SalGl, and BgII was established.  A unique restriction site for 
endonuclease EcoRI on the plasmid pSS181 was found out, but endonucleases HindIII and XbaI had no re-
striction sites on the plasmid. The molecular size of this plasmid was 10.75±0.25 kb. As a result of hydrolysis 
of the plasmid DNA by pairs of endonucleases (EcoRI+PstI) and (EcoRI+BamHI) it was established, that 
the site of restriction for enzyme EcoRI was located on the biggest PstI and BamHI-fragments.

The paper is presented in Ukrainian.
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ЛИПОЛИТИЧЕСКАЯ и КАТАЛАЗНАЯ АКТИВНОСТи БАКТЕРИЙ – 
ДЕСТРУКТОРОВ ЗАЩИТНЫХ ПОКРЫТИЙ

Изучены липолипитическая и каталазная активности бактерий — деструкторов защитных 
покрытий — при разных моделях роста: биоплёночной и плантктонной. Показано, что синтез 
экзоферментов в биоплёнке и планктоне отличается. В условиях биоплёночной формы роста 
усиливается удельная активность исследованных ферментов. Активность внеклеточных липазы и 
каталазы в биоплёнке в 1,1–1,5 и 1,2–2,1 раза выше, чем в планктоне соответственно. С увеличением 
продолжительности опыта до 14 суток липолитическая активность значительно уменьшается. 
Активность исследованных ферментов, продутируемых бактериями-деструкторами, может быть 
использована для оценки биостойкости изоляционных покрытий, как показать их биодеградации в 
техногенных средах.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  бактерии-деструкторы покрытий, липаза, каталаза, биопленка, планктон.

Почвенные микроорганизмы воздействуют на изоляционные материалы продукта-
ми своего метаболизма, в первую очередь органическими и неорганическими кислота-
ми, а также ферментами.

В процессе окисления, восстановления, гидролиза и других реакций микроорганизмы 
с помощью ферментов разрушают молекулы пластификаторов и стабилизаторов, аци-
клические и ароматические углеводороды, низкомолекулярные фракции покрытий, а 
также другие компоненты, входящие в их состав [2].

В доступной нам литературе встречаются единичные сведения о ферментативной 
активности бактерий – деструкторов защитных покрытий [12]. Приводятся данные, в 
основном, об активности окислительно-восстановительных и гидролитических фер-
ментов у микромицетов, которые повреждают строительные материалы, фенопласты, 
резину и др.[4].

Целью нашей работы было изучение липолитической и каталазной активностей бак-
терий – деструкторов защитных покрытий.

Материалы и методы. Объектами исследований были бактерии Pseudomonas sp. штаммы 
109 и Т/2, Arthrobacter sp. шт. 102 и Bacillus sp. штаммы 138 и 140, которые образовывали био-
пленку на поверхности поврежденных защитных покрытий газопроводов [2].

Бактерии культивировали на жидкой среде Таусона с глюкозой (20 г/л) [8] с добавле-
нием МПБ (20 мл на 100 мл среды) при температуре 28 0С ± 2 0С. Образцы пленочного 
покрытия Поликен 980-25 размером 40%20%0,5 мм погружали в среду Таусона, иноку-
лированную монокультурами исследованных бактерий. Посевной материал вносили в 
среду в количестве 106 кл/мл. Продолжительность опыта составляла 5 и 14 суток. По-
вторность опыта трехкратная.

После снятия эксперимента биопленку десорбировали с поверхности покрытия 
в фиксированный объем 0,1 н фосфатного буфера (рН 7) с помощью ультразвукового 
диспергатора УЗДН 2Т (частота 22 кГц) в течение 30 с (два раза с интервалом 2 мин). 
Планктонные клетки бактерий центрифугировали при 5000 об/мин в течение 40 мин для 
получения надосадочной жидкости.

Титр бактерий – начальный и конечный – определяли методом десятикратных 
предельных разведений [3].

© Ж.П. Коптева, В.В. Занина, А.Е. Коптева, В.Л. Айзенберг, А.В. Борисенко, 2009


