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ВЛИЯНИЕ КОНСТИТУТИВНОЙ ЭКСПРЕССИИ ФАКТОРОВ ГИБЕРНАЦИИ 

РИБОСОМЫ НА РОСТ PSEUDOMONAS PUTIDA PCL1760 

1 Федеральный исследовательский центр КазНЦ РАН, Казань, Россия 
2 Казанский (Приволжский) Федеральный Университет, ИФМиБ, Казань, Россия 

Цель. Определить влияние факторов гибернации рибосомы HPF (ribosome hiberna-

tion promoting factor), RMF (ribosome modulation factor), RsfS (ribosome silencing factor) и 

YfiA (ribosomal subunit interface protein) на рост культуры Pseudomonas putida PCL1760. 

Материалы и методы. Для работы использовали культуры бактерии P. putida 

PCL1760, несущие плазмидный вектор pJEM2 для индуцируемой экспрессии генов hpf, 

rmf, rsfS или yfiA, кодирующих соответствующие факторы гибернации. Влияние факторов 

на рост штамма PCL1760 оценивали по оптической плотности ночных культур при длине 

волны λ=600 нм (ОП600) под действием индуктора и без него. 

Результаты. Факторы RsfS, YfiA и RMF (в порядке убывания), проявляют наиболь-

шую ингибиторную активность в присутствии индуктора. Наименьшее влияние на рост 

культур оказала экспрессия фактора HPF. В отсутствии индуктора конструкции для экспрес-

сии YfiA и RMF не вызывало замедление роста штамма PCL1760 в отличие от RsfS.  

Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о том, что конститутивная 

экспрессия факторов гибернации в той или иной степени замедляет рост бактерии P. putida 

PCL1760, причем активность факторов убывает в ряду RsfS > YfiA > RMF > HPF. 

Ключевые слова: Pseudomonas putida, факторы гибернации, конститутивная экспрес-
сия. 
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Aim. To compare the activities of the hibernation factors HPF (ribosome hibernation 

promoting factor), RMF (ribosome modulation factor), RsfS (ribosome silencing factor) and 

YfiA (ribosomal subunit interface protein) obtained from Pseudomonas putida PCL1760 in a 

homologous environment relative to each other. 

Materials and methods. The study material was cultures of P. putida PCL1760 bacteria 

carrying the pJEM2 plasmid vector for the constitutive expression of the hpf, rmf, rsfS, or yfiA 

genes encoding the corresponding hibernation factors. The effect of the hibernation factors on 

the growth of PCL1760 strain was assessed based on the optical density (OD) of overnight cul-

tures with and without the inducer. 

Results. Factors RsfS, YfiA and RMF (in descending order) show the highest inhibitory 

activity in the presence of the inducer. The expression of the HPF had the least effect on the 

growth of cultures. In the absence of the inducer, the constructs for the expression of YfiA and 

RMF did not slow down the growth of the PCL1760 strain, unlike RsfS.  

Conclusion. The results obtained indicate that the constitutive expression of hibernation 

factors to some extent slows down the growth of the bacterium P. putida PCL1760, and the activ-

ity of the factors decreases in the series RsfS > YfiA > RMF > HPF. 

Key words: Pseudomonas putida, hibernation factors, constitutive expression. 
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Введение 

Адаптация бактерий к окружающей среде зависит не только от скоро-

сти и качества процессов биосинтеза веществ, но и от своевременного замед-

ления или остановки этих процессов для того, чтобы выжить в стрессовых 

ситуациях, например, в условиях голодания, высокой или низкой температу-

ры, или же при образовании биопленок, когда поступление питательных ве-

ществ в их матрикс сильно ограничено [1, 2]. Так же для патогенных микро-

организмов замедление биосинтеза, вероятно, необходимо, чтобы скрыться от 

защитных механизмов организма-хозяина [3].  

Известно пять основных факторов, обеспечивающих переход бактерий 

в «режим энергосбережения», так называемые факторы гибернации рибосом: 

короткий HPF (Ribosome hibernation promoting factor), длинный HPF (l-HPF), 

RMF (ribosome modulation factor), RsfS (ribosome silencing factor) и YfiA 

(ribosomal subunit interface protein). Каждый из этих факторов оказывает раз-

личное влияние на рибосомы и их субъединицы. У большинства бактерий 

присутствует l-HPF и RsfS, у -протеобактерий система гибернации рибосом 

состоит из четырех белков: короткий HPF, RMF, YfiA и RsfS [1]. 

RsfS связывается с L14 белком на 50S субъединице, препятствуя ее ас-

социации с инициаторным комплексом с образованием транслирующей 70S 

рибосомы, тем самым регулируя уровень трансляции белков в клетке [4,5]. 

Так же была показана важная роль этого фактора для P. putida PCL1760 при 

колонизации корней томата и более эффективной защиты от фузариозной 

корневой гнили томатов [6].  

RMF и HPF образуют единую систему, в результате действия которой 

рибосомы объединяются в неактивные 100S димеры [7], где RMF выступает в 

роли агента димеризации двух 70S рибосом [8, 9], а HPF, имея сродство с A и 

P сайтами рибосомы, участвует в процессе образования 100S «молчащих» 

рибосом [7, 10]. Вероятно, объединение двух рибосом с помощью RMF и 

HPF, так же как и димеризация с помощью длинного HPF у грамположитель-

ных бактерий [1], защищает покоящиеся рибосомы от действия клеточных 

РНКаз, обеспечивая сохранность нуклеопротеиновых комплексов при дли-

тельном хранении [11]. 
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YfiA, будучи гомологом HPF, так же блокирует А и Р сайты, образуя 

неактивные 70S рибосомы [12, 13]. Однако, благодаря наличию дополнитель-

ного участка на С-конце, он препятствует связыванию фактора RMF для об-

разования димеров рибосом, из-за чего предполагают конкурирующие роли 

HPF и YfiA [9, 12]. 

Возможно, четыре белковых фактора гибернации рибосом у -

протеобактерий действуют в определенном порядке в процессе остановки ра-

боты и хранения рибосом, а не являются конкурентами.  

В настоящей работе ставилась цель оценить степень влияния факторов 

HPF, RMF, RsfS и YfiA при их конститутивном синтезе на рост культуры P. 

putida PCL1760. 

Материалы и методы 

Штаммы, плазмидные векторы и условия культивирования. Все 

использованные в работе плазмидные векторы, штаммы бактерий и условия 

их культивирования представлены в таблице 1. 

Таблица 1.  Штаммы, плазмидные векторы и условия культивирования 

Штамм / Вектор Условия культивирования /  

Особенности 

Назначение 

E. coli S-17.1 LB, 37 °C Амплификация плазмидных 

векторов и их конъюгативный 

перенос в другие штаммы 

P. putida PCL1760 King B, 30 °C / устойчив  

к ампициллину (Amp, 100 мкг/мл) 

Ризосферный микроорганизм, 

активный колонизатор ризо-

сферы, агент биологической 

защиты растений, действую-

щий по механизму конкурен-

ции за экологические ниши. 

pJEM2 Конститутивная экспрессия генов 

под управлением L-рамнозного 

оперона, маркер устойчивости к 

канамицину (Kan, 50 мкг/мл) 

Молекулярное клонирование 

генов и их экспрессия 

Клонирование факторов гибернации в векторе pJEM2. Для получения 

фрагментов, содержащих последовательности исследуемых генов (hpf, rmf, 

rsfS или yfiA), проводили полимеразную цепную реакцию (ПЦР) с 

использованием праймеров из таблицы 2. Затем продукты ПЦР и вектор 

pJEM2 обрабатывали рестриктазами FauNDI, BamHI (для конструкций с 

геном hpf) и HindIII (для rmf, rsfS и yfiA), лигировали по «липким» концам, а 

далее трансформировали полученные конструкции в E. coli S-17.1.  
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Таблица 2.  Праймеры, используемые в ПЦР 

Название 

праймера 

Последовательность нуклеотидов (5’-3’) Назначение 

hpf-FauNDI-f TTTTTTCATATGCAAGTCAATATCAGTGGACAG Получение  

фрагмента FauNDI-

hpf-BamHI 
hpf-BamHI-r TTTTTTGGATCCTCAGCGGGCAGCTGCAC 

rmf-FauNDI-f TTTTTTCATATGAGAAGACTTAAGCGTGATCCG Получение  

фрагмента FauNDI-

rmf-HindIII rmf-HindIII-r TTTTTTAAGCTTCAGCCAACGGCGTGATTTTCG 

rsfS-FauNDI-f TTTTTTCATATGACCAAGCAGAAAATTTACGGCG Получение  

фрагмента FauNDI-

rsfS-HindIII rsfS-HindIII-r TTTTTTCATATGACCAAGCAGAAAATTTACGGCG 

yfiA-FauNDI-f TTTTTTCATATGCAAATCCAGGTCAACAGCAG Получение  

фрагмента FauNDI-

yfiA-HindIII 
yfiA-HindIII-r TTTTTTAAGCTTCAGGCGTCCGGGTCACTC 

test-pJEM2-f GTCGTCAACACGGCGAAATAGTAATCAC Универсальные 

праймеры для  

анализа вставки 
test-pJEM2-r CTCTGGGAGGCAGAATAAATGATCATATCG 

Трансконъюгация. Для конъюгативного переноса плазмидного вектора 

равные объемы (100 мкл) культур клеток E. coli S-17.1, несущего плазмиду, и 

P. putida PCL1760 вносили в питательную среду LB (без антибиотиков) объе-

мом 5 мл и инкубировали ночь при 30 °C. Смесь культур пересевали на ага-

ризованную среду LBAmp,Kan для селекции P. putida PCL1760 с требуемой 

плазмидой. 

Экспрессия в присутствии L-рамнозы. Полученными после трансконъ-

югации колониями P. putida PCL1760 каждого штамма инокулировали 5 мл 

жидкой среды LBAmp,Kan и инкубировали 16 часов при 30 °C и 180 об/мин. За-

тем снова инокулировали 5 мл жидкой среды LBAmp,Kan до ОП600=0,1. Образцы 

делили на две группы: контроль (Rha-) и опыт (Rha+). В опытные образцы 

перед инкубированием добавляли L-рамнозу в конечной концентрации 0,2 % 

(масса/объем) для индукции синтеза. После инкубации на основании данных 

оптической плотности каждой культуры строили графики, отображающие 

степень влияния конститутивной экспрессии гибернационных факторов на 

рост бактерий по снижению оптической плотности культур относительно оп-

тической плотности такой же культуры без добавления индуктора для консти-

тутивной экспрессии. Штамм P. putida PCL1760/pJEM2:gfp использовали в 

качестве контроля, поскольку белок GFP не обладает ингибирующим дей-

ствием на трансляцию.  
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Различия между выборками определяли с помощью U-критерия Манна-

Уитни. 

Результаты и обсуждение 

Были получены 4 конструкции (рис. 1) на основе вектора pJEM2 для 

конститутивной экспрессии факторов HPF, RMF, RsfS и YfiA. Результаты 

подтверждались электрофоретическим анализом продуктов ПЦР (рис. 2) с 

использованием универсальных праймеров (табл. 2). 

Рис. 1.  Карты плазмидного вектора pJEM2 со вставками генов 

hpf, rmf, rsfS и yfiA. 

 

В ходе трансконъюгации были получены следующие штаммы для 

дальнейшего исследования: 

1) P. putida PCL1760/pJEM2:gfp,  

2) P. putida PCL1760/pJEM2:hpf,  
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3) P. putida PCL1760/pJEM2:rmf, 

4) P. putida PCL1760/pJEM2:rsfs,  

5) P. putida PCL1760/pJEM2:yfiA.  

Гомологичная экспрессии факторов гибернации влияет на скорость ро-

ста штамма P. putida PCL1760, что показано на рисунке 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2.  Анализ конструкций. (А) Схема с указанием генов, сайтов рестрикции и пред-

полагаемых размеров фрагментов, амплифицируемых при ПЦР с использова-

нием универсальных праймеров (табл. 2). (Б) Электрофореграмма фрагментов, 

полученных в результате ПЦР с использованием универсальных праймеров и 

конструкций на основе плазмидного вектора pJEM2, содержащих гены (1) gfp, 

(2) rmf, (3) rsfS, (4) hpf, (5) yfiA; (Std) маркер длин ДНК. 

 

Как и ожидалось, экспрессия GFP не оказывала значимого влияния на 

рост культуры штамма PCL1760. Факторы RsfS, YfiA и RMF (в порядке убы-

вания), проявляют наибольшую ингибиторную активность в присутствии ин-

дуктора. Интересно, что в образцах без индукции присутствие конструкций 

pJEM2:yfiA и pJEM2:rmf не вызывало замедление роста штамма PCL1760 в 

отличие от pJEM2:rsfS. Известно, что в рамнозном опероне, как и во многих 

других, присутствует эффект «подтекания» [14], однако среди всех исследуе-

мых вариантов, именно конструкция pJEM2:rsfS демонстрировала наиболь-

шее ингибирование роста культуры. Вероятно, из представленных именно 

фактор RsfS является более эффективным ингибитором трансляции.  

Б А 

1 Std 2 3 4 5 
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Рис. 3. График оптической плотности ночных культур исследуемых 

штаммов на среде с добавлением индуктора (Rha+) и без (Rha-).  

GFP, HPF, RMF, RsfS, YfiA - штаммы P. putida PCL1760 с соответ-

ствующими генами в составе вектора pJEM2. 

 

Наименьшее влияние на рост культур оказывала экспрессия фактора 

HPF. Как известно, HPF взаимодействует с 90S димером, уже сформирован-

ным под действием фактора RMF [1], поэтому, вероятно, эффективность фак-

тора HPF ограничена концентрацией RMF в клетке. 

Заключение  

Полученные результаты свидетельствуют о том, что конститутивная 

экспрессия факторов гибернации HPF, RMF, RsfS и YfiA в той или иной сте-

пени замедляет рост P. putida PCL1760, при этом RsfS, вероятно, является 

наиболее активный ингибитор трансляции. Можно предположить, что RsfS 

начинает процесс гибернации рибосомы, к которому затем присоединяются 

остальные три фактора, отвечающие за сохранность покоящихся рибосом. 

(Работа выполнена при поддержке Министерства науки и высшего образования в рамках 

проекта «Генетическая технология конструирования искусственных консорциумов микро-

организмов для создания биопрепаратов в растениеводстве» Соглашение № 075-15-2021-

1395 от «25» октября 2021 г (вн. № 15.ИП.21.0020), а также в рамках государственного    

задания Федерального исследовательского центра КазНЦ РАН). 
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