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Хлорофилл b-содержащая цианобактерия Prochlorothrix hollandica характеризуется высоким содер-
жанием в мембранных липидах этерифицированных жирных кислот (ЖК) c 14 и 16 атомами угле-
рода. В зависимости от условий культивирования относительное количество миристиновой (С14:0)
и миристолеиновой (С14:1) кислот может достигать 35%, а пальмитиновой (С16:0) и пальмитолеино-
вой (С16:1) – 60% от суммы всех жирных кислот в клетках. Мононенасыщенные ЖК представлены
С14:1, С16:1Δ9, а также С16:1 с олефиновой связью, предположительно находящейся в положении ∆4.
Мы клонировали ген ацил-липидной ∆9-десатуразы, desC1, из Prochlorothrix hollandica и охарактери-
зовали его специфичность к длине субстрата путем гетерологичной экспрессии в клетках Escherichia
coli с добавлением С14:0 или стеариновой (С18:0) кислот в качестве экзогенных субстратов. Результа-
ты показывают, что ∆9-десатураза DesC1 примерно с одинаковой эффективностью образует олефи-
новые связи в ЖК с длиной от 14 до 18 атомов углерода. Это свидетельствует о том, что длина цепи
ЖК P. hollandica определяется активностью синтазы ЖК, а десатурация в положении ∆9 этой цепи
происходит неспецифично по отношению к ее длине.
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ВВЕДЕНИЕ
Планктонная филаментная цианобактерия

Prochlorothrix hollandica характеризуется очень вы-
соким относительным содержанием С14- и
С16-жирных кислот (ЖК) в липидах мембран [1].
В зависимости от условий выращивания клетки
этого штамма могут содержать до 33% миристоле-
иновой (14:1Δ9) и 23% пальмитолеиновой (16:1Δ9)
кислот, в то время как доля олеиновой кислоты
(18:1Δ9) составляет всего 5−6% [2]. Другие штам-
мы цианобактерий, например, одноклеточный
Synechococcus elongatus IPPAS B-267 или фила-
ментная Arthrospira platensis IPPAS B-256, содер-
жат, соответственно, 20 и 12% 18:1Δ9 [2, 3].

Длина цепи ЖК детерминируется тиоэстера-
зами, входящими в состав синтазы ЖК – мульти-

компонентного ферментного комплекса, исполь-
зующего малонил-КоА в качестве двухуглеродно-
го блока для конденсации [4]. Первая олефиновая
связь в алифатических цепях ЖК мембранных
липидов цианобактерий образуется в положении
Δ9 с помощью ацил-липидных Δ9-десатураз [4],
которые могут быть разделены на три группы.
Первая группа − DesC1 представлена фермента-
ми, специфичными к sn-1 положению ЖК. Вторая
группа − DesC2 специфична к положению sn-2.
Третья группа Δ9-десатураз отличается от первых
двух структурно, однако функции и специфич-
ность этих ферментов пока экспериментально не
установлены [5]. Кроме того, десатуразы могут об-
ладать специфичностью к длине ЖК и преимуще-
ственно использовать цепи с тем или иным числом
углеродных атомов в качестве субстратов [4].

Таким образом, синтез больших количеств мо-
ноненасыщенных 14:1Δ9 и 16:1Δ9, по сравнению
со стеариновой кислотой (С18:0), у P. hollandica мо-
жет определяться как специфичностью десатураз
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к длине углеводородной цепи, так и тиоэстераз-
ной активностью синтазы ЖК.

Целью этой работы было клонирование гена
ацил-липидной ∆9-десатуразы из Prochlorothrix
hollandica и характеристика его специфичности к
длине цепи ЖК путем гетерологичной экспрес-
сии в клетках Escherichia coli с добавлением мири-
стиновой кислоты (С14:0) или С18:0 в качестве экзо-
генных субстратов. В результате нам удалось кло-
нировать ген ∆9-десатуразы первого типа, desC1.
Соответствующий фермент, DesC1, образует
двойные связи в ЖК с разной длиной цепи
(С14−18) примерно с одинаковой эффективностью.
Это свидетельствует о том, что длина цепи ЖК у
Prochlorothrix hollandica определяется активно-
стью синтазы ЖК, а десатурация в положении ∆9

происходит неспецифично по отношению к дли-
не ЖК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клонирование гена Δ9-десатуразы

из Prochlorothrix hollandica
Штамм Prochlorothrix hollandica PCC 9006 был

изначально получен от проф. George S. Bullerjahn
(Bowling Green State University, Bowling Green,
Ohio, США). Штамм выращивали на среде Ph [1].

Геномную ДНК выделяли по методу Вильямса
[6] и обрабатывали рестриктазой Sau3A (“Thermo
Scientific”, Литва) при комнатной температуре в
течение 5−10 мин. Фрагменты разделяли в 0.7%
агарозном геле и вырезали участки агарозы, со-
держащие фрагменты ДНК со средним размером
15−25 т.п.н. Фрагменты элюировали с использо-
ванием набора GeneClean III (“Qbiogene Inc.”,
Канада).

Геномную библиотеку P. hollandica конструи-
ровали с использованием выделенных фрагментов
геномной ДНК и фагового вектора λ-DASH II, пре-
добработанного рестриктазой BamH I, в соответ-
ствии с протоколом производителя (“Stratagene”,
США). Проба для скрининга геномной библиотеки
P. hollandica получали путем амплификации фраг-
мента геномной ДНК с вырожденными праймерами
5'-CA(TC)GA(TC)(TA)(GC)NAA(TC)AA(AG)GG-
NTT(TC)GT)NTGG – прямой, 5´- TT(TC)GGN-
GA(AG)GGNTGGCA(TC)AA(TC)AA(TC)CA(TC)-
CA(TC)GC – обратный. Праймеры соответствовали
консервативным аминокислотным последова-
тельностям известных Δ9-десатураз цианобакте-
рий типа DesC1 – HDSNKGF(W/L)W и FGEGW-
WHNNHHA [5]. Амплифицированный фрагмент
величиной 360 п.н. клонировали в pT7Blue
(“Novagen”, США). Секвенирование вставки
подтвердило гомологию амплифицированного
фрагмента с известными Δ9-десатуразами ци-
анобактерий. Этот фрагмент радиоактивно мети-
ли с использованием коротких случайных прай-

меров и фрагмента Кленова ДНК-полимеразы и
использовали для скрининга библиотеки. Выде-
ление рекомбинантной фаговой ДНК проводили
с помощью набора Lambda DNA purification kit
(“Qiagen”, Германия).

Анализ клонов рекомбинантных фагов, дав-
ших положительный сигнал при скрининге
(рис. 1а), показал, что все они предположительно
содержат ген Δ9-десатуразы Prochlorothrix. Ре-
стриктный анализ в сочетании с блоттингом по
Саузерну [7] показал, что фрагмент ДНК разме-
ром ~3 т.п.н., полученный после полной рестрик-
ции ДНК рекомбинантных фагов ферментом
BamHI (“Fermentas”), содержит полноразмерный
ген Δ9-десатуразы P. hollandica (рис. 1б, в) Этот
фрагмент клонировали в плазмиде pUC19 по сай-
ту BamHI и определяли нуклеотидную последова-
тельность с использованием синтетических оли-
гонуклеотидов (“Литех”, Россия) в качестве
праймеров [8] и секвенатора ABI Prism 310
(Applied Biosystems, Foster City, CA, США). Ана-
лиз нуклеотидной последовательности осуществ-
ляли с помощью пакета Lasergene ver. 14.0
(“DNASTAR”, США). Нуклеотидная последова-
тельность гена desC1 P. hollandica и соответствую-
щая аминокислотная последовательность ∆9-де-
сатуразы депонированы в базу данных
DDBJ/EMBL/GenBank под номером AY007573.

Ген desC1 амплифицировали из геномной
ДНК P. hollandica с помощью ПЦР с использовани-
ем синтетических нуклеотидов в качестве прайме-
ров: 5'-TTCCATGGCCGTAGCTACTGCTG (А в
положении +3 заменена на G для создания сайта
рестрикции NcoI) и 5'-ATCTGCAGCTA-
AGCTTCACTGATTAAC (на конце праймера со-
здан сайт узнавания PstI). Амплифицированный
фрагмент ДНК, содержащий полноразмерный
ген desC1 клонировали в векторе pT7Blue
(“Novagen”, США), штамм Escherichia coli JM109.
Ген desC1 вырезали из плазмиды рестриктазами
Nco I и Pst I и переклонировали в экспрессионный
вектор pTrc99А [9] с сохранением рамки считыва-
ния (рис. 1г). Полученная конструкция для экс-
прессии обозначена как pTrc99A-desC1. В качестве
носителя использовали штамм E. coli DH5α.

Определение субстратной специфичности
Δ9-десатуразы P. hollandica

Трансформанты выращивали до оптической
плотности 0.5 при 660 нм при 37˚С на среде М9 [7]
с добавлением 1мкМ MgSO4, 0.5 мг/мл витамина
B1, 0.2% глюкозы, 0.1% казаминовых кислот,
100 мкг/мл ампициллина, 10 мкМ FeCl3, а также
натриевые соли С14:0 или С18:0 в конечной концен-
трации 1 мМ. Затем в культуру клеток добавляли
индуктор изопропилтиогалактозид (ИПТГ) до ко-
нечной концентрации 100 мкМ и инкубировали
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их еще 4 ч. Полученную культуру дважды промы-
вали дистиллированной водой. Метиловые эфи-
ры ЖК получали из липидов культуры прямым
каталитическим метанолизом и разделяли мето-
дом ГЖХ [2]. Определение качественного состава
и количественного содержания индивидуальных
видов ЖК культур проводили по ранее описан-
ной методике [2].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Прохлорофит Prochlorothrix hollandica характе-
ризуется высокими относительными концентра-
циями мононенасыщенных ЖК (14:1Δ9 и 16:1Δ9) в
липидах мембран [1]. Очевидно, что двойная
связь в этих ЖК образуется в результате активно-
сти Δ9-десатураз(ы). У цианобактерий имеются
ацил-липидные десатуразы ЖК, образующие свои
первые олефиновые связи в тех ацильных цепях,

которые связаны непосредственно с остатками
глицерина липидных молекул этих бактерий.

Известные к настоящему времени Δ9-десатура-
зы цианобактерий можно разделить, по крайней
мере, на три группы: DesC1 – фермент с выражен-
ной специфичностью к ЖК, этерифицированным в
положении sn-1 [10]; DesC2 – фермент с выра-
женной специфичностью к ЖК в положении sn-2
[11]; DesC3 – ферменты с неизученной пока спе-
цифичностью, но сильно отличающиеся от пер-
вых двух групп по аминокислотным последова-
тельностям [5]. У некоторых цианобактерий деса-
туразы DesC1-типа представлены в геноме только
одним геном (Synechocystis sp. PCC 6803 [11],
Anabaena sp. PCC 7120 [12]) у других же – двумя и
более [4]. Организмы, имеющие DesC2, обычно
имеют и DesC1, как например, антарктический
Nostoc sp. SO-36 [11] или термофильный Thermo-
synechococcus elongatus [[13]]. В то же время извест-

Рис. 1. Клонирование гена desC1, кодирующего Δ9-десатуразу Prochlorothrix hollandica. (a) Скрининг фаговой библио-
теки с помощью радиоактивного зонда, соответствующего фрагменту гена desC1 P. hollandica. Яркие черные точки со-
ответствуют сильным сигналам гибридизации. (б) Электрофореграмма фрагментов ДНК, полученных после обработ-
ки фаговой ДНК рестриктазой BamH I. Показаны фрагменты трех разных изолятов (фаги 1−3) в двух повторностях.
Обведены фрагменты ДНК, которые вырезали из геля для клонирования в pUC19. M – маркер молекулярных весов.
(в) Радиоавтограф гибридизации фрагментов ДНК с радиоактивным зондом, соответствующим фрагменту гена desC1
P. hollandica. (г) Фрагмент рекомбинантного вектора экспрессии, несущий клонированный по сайтам рестрикции Nco
I и Pst I ген desC1 P. hollandica, под контролем промотора Ptrc и лактозного оператора LacO. Вектор также содержит ген
репрессора лактозного оперона LacIq, не показанный на рисунке.

(а) (б) (в)

3.0 т. п. н.

М 1 2 3 1 2 3

(г)
Nco I Pst I

Hind III

промотор Ptrc

lacO

desC1 P. hollandica

терминатор
транскрипции

400 п. н. 833 п. н. 800 п. н.



298

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 64  № 4  2017

СТАРИКОВ и др.

но, что единственная DesC1 из Synechocystis sp.
PCC 6803 отдает предпочтение sn-1 положению
[10, 14], в то время как единственная DesC1 из
Synechococcus elongatus PCC 6301 [15] или PCC
7942 [16] может десатурировать ЖК как в sn-1, так
и в sn-2 положениях, и использовать в качестве
субстрата как С16-, так и С18-ЖК [17].

В высших растениях присутствуют как ацил-
липидные, так и ацил-АПБ Δ9-десатуразы ЖК
[18], которые наряду со специфичностью к sn-по-
ложению, обладают предпочтениями в узнавании
длины углеводородной цепи ЖК [19].

Ранее мы показали, что DesC1 из термофиль-
ной цианобактерии Synechococcus vulcanus, кото-
рая узнает С14:0 [20], также проявляет активность
и на других субстратах – C16:0 и C18:0 [21]. В этой
работе с целью изучения специфичности этого
фермента к длине цепи ЖК мы клонировали ген
9-десатуразы первого типа (DesC1) из цианобак-
терии P. hollandica, накапливающей до 35% 14:1Δ9.

Для этого в клетках E. coli, не имеющих десату-
раз ЖК и образующих моноеновые 16:Δ19 и
18:1Δ11 с помощью синтазы ЖК, экспрессировали
ген desC1 из P. hollandica. В среду для роста E. coli
добавляли натриевые соли С14:0 и С18:0, полагая,
что С16:0 содержится в этих клетках в достаточном
количестве (рис. 2). В клетках, к которым не до-
бавляли индуктор транскрипции ИПТГ, накоп-
ление ЖК с двойной связью в положении 9 почти
незаметно. Однако, небольшие количества 18:1Δ9

все же были обнаружены. Вероятно, это связано с
нежестким контролем промотора репрессором
LacIq. В присутствии индуктора транскрипции,

ИПТГ, становится достоверным значительное
накопление продуктов десатурации ЖК в поло-
жении Δ9: 14:1Δ9, 16:1Δ9, 18:1Δ9 (рис. 2б, г, е).

Подробный анализ состава ЖК трансформан-
тов Е. coli приведен в таблице. Контрольные вари-
анты трансформантов (трансформация вектором
без гена desC1) говорят о том, что клетки E. coli
способны накапливать экзогенные ЖК в значи-
тельных количествах, однако они не способны
десатурировать их в положении Δ9. Это относится
в первую очередь к С14:0 и С18:0 (таблица).

У Е. coli образование олефиновой связи в цепи
ЖК происходит путем дегидратации промежу-
точного продукта синтеза ЖК 3-гидроксидекано-
ила с образованием цис-3 π-связи, которая сохра-
няется неизменной в последующих циклах удли-
нения цепи на два атома С [22]. Двойная связь
вводится в растущую ацильную цепь ферментом
FabA, способным как к дегидратации β-гидрок-
сидеканоила-АПБ в транс-2-деценоил-АПБ, так
и к изомеризации последнего в цис-3-деценоил-
АПБ. Для удлинения цис-3-деценоил-АПБ, полу-
ченного с помощью FabA, необходим фермент
β-кетоацил-АПБ-синтаза I (FabB), активность
которого определяет содержание ненасыщенных
ЖК в клетке. На этом этапе доля цис-ненасыщен-
ных ЖК определяется конкуренцией между ис-
пользованием цис-3-деценоил-АПБ ферментом
FabB и использование транс-2-деценоил-АПБ
ферментом FabI [23]. Эти два белка, FabB и FabI,
участвующие в биосинтезе ненасыщенных ЖК по
анаэробному пути, направляют синтез на форми-
рование двух основных ненасыщенных ЖК –
16:1Δ9 и цис-вакценовой (18:1Δ11).

Жирнокислотный состав общих липидов клеток E. coli DH5α, трансформированных геном desC1 из P. hollandica

Примечание. ИПТГ – изопропилтиогалактозид в конечной концентрации 100 мкМ; эЖК – экзогенные ЖК в конечной кон-
центрации 1 мМ. (+) – реагент добавлен; (-) – реагент не добавлен. Представлены данные 2 биологических и 4 аналитических
повторностей. Относительная стандартная ошибка составляла 2−4% для преобладающих ЖК и не более 0.1−0.5% – для ми-
норных компонентов.

Плазмида ИПТГ эЖК
Жирные кислоты (мол. %)

14:0 14:1 Δ9 16:0 16:1 Δ9 18:0 18:1Δ9 18:1 Δ11

pTrc99A – – 4 0 49 26 2 0 19
pTrc99A + – 3 0 50 25 2 0 20
pTrc99A – 18:0 4 0 24 6 60 0 6
pTrc99A + 18:0 3 0 23 7 61 0 6
pTrc99A – 14:0 61 0 24 6 2 0 6
pTrc99A + 14:0 61 0 23 7 2 0 6
pTrc99A-desC1 – – 4 0 49 27 2 1 17
pTrc99A-desC1 + – 2 2 38 39 1 4 14
pTrc99A-desC1 – 18:0 3 0 22 7 60 1 7
pTrc99A-desC1 + 18:0 3 1 28 9 44 7 8
pTrc99A-desC1 – 14:0 50 0 29 11 2 1 7
pTrc99A-desC1 + 14:0 40 9 25 15 1 2 8
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Клетки Е. coli, трансформированные экспрес-
сионными плазмидами, несущими ген desC1 в
присутствии индуктора транскрипции ИПТГ,
способны образовывать двойные связи в положе-
нии Δ9 (таблица). В отсутствие экзогенных ЖК
клетки десатурируют эндогенную С16:0 с образо-
ванием 16:1Δ9. Это заметно по уменьшению доли
субстрата (С16:0) с 49 до 38% и увеличению доли
продукта (16:1Δ9) Δ9-десатуразы с 27 до 39% в
присутствии индуктора.

При добавлении экзогенных насыщенных ЖК
(С14:0 и С18:0), которые обычно присутствуют в не-
больших количествах в Е. coli, выращенной в ми-
нимальной среде, клетки накапливают их в липи-
дах до 40−60%. После добавления индуктора тран-
скрипции доля субстратов, относительная
концентрация С14:0 и С18:0 в смеси ЖК уменьшается
с 50 и 60% до 40 и 44%, соответственно. Одновре-
менно, доля продуктов Δ9-десатуразы увеличива-
ется: 14:1Δ9 – с нуля до 9%, а 18:1Δ9 – с 1 до 9%. 

Рис. 2. ГЖХ метиловых эфиров ЖК клеток E. coli, экспрессирующих ген desC1 Δ9-десатуразы P. hollandica. Клетки
E. coli, трансформированные плазмидой pTrc99A-desC1, выращивали на минимальной среде с добавлением натрие-
вых солей миристиновой (а, б) или стеариновой (в, г) кислот, а также без добавления ЖК (д, е). Верхняя часть ри-
сунка показывает состав ЖК клеток без добавления индуктора транскрипции ИПТГ (а, в, д), нижняя – с добавле-
нием ИПТГ (б, г, е). 1 – 14:0; 2 − 14:1Δ9; 3 – 16:0; 4 – 16:1Δ9; 5 – внутренний стандарт (маргариновая кислота, 17:0);
6 – 18:0; 7 − 18:1Δ9; 8 − 18:1Δ11.
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СТАРИКОВ и др.

Таким образом, Δ9-десатураза цианобактерии
P. hollandica, экспрессированная в клетках E. coli
проявляет специфическую активность, как в от-
ношении эндогенного субстрата – С16:0, так и в
отношении экзогенных субстратов – С14:0 и С18:0,
с образованием тех мононенасыщенных ЖК, у
которых олефиновые связи находятся в положе-
нии Δ9: 14:1Δ9, 16:1Δ9 и 18:1Δ9. Это свидетельству-
ет о том, что длина цепи ЖК у P. hollandica опре-
деляется активностью синтазы ЖК, а десатура-
ция в положении ∆9 происходит неспецифично
по отношению к длине цепи ЖК и определяется
наличием субстратов – соответствующих насы-
щенных ЖК.

Работа поддержана грантами Российского на-
учного фонда № 14-14-00904 (Синетова М.А.) и
№14-24-00020 (Лось Д.А.), а также грантом
Министерства Образования и науки Республики
Казахстан № 1582/GF4 (Заядан Б.К.).
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