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Бактерии рода Lactobacillus – грамположительные, палочковидные, факультативно аэробные или 

микроаэрофильные неспорообразующие бактерии. Лактобациллы широко распространены в природе, 
занимают различные ниши в организме человека и животных, используются в промышленности, но, 
несмотря на это, их азотный метаболизм остается слабо изученным. Одними из ключевых белков в 
азотном метаболизме бактерий являются PII-белки. PII – семейство сигнальных белков, 
контролирующих широкий спектр мишеней в клетке. Из 280 видов рода Lactobacillus, известных на 
сегодняшний день, только 5 видов имеют гены, кодирующие РII-подобные белки в геноме. 

Ранее в нашей лаборатории при исследовании PII-подобного белка PotN из L. hilgardii было 
обнаружено, что с ним коэлюируется белок GlnR семейства факторов транскрипции MerR. Белки GlnR 
в клетках разных бактерий принимают участие в регуляции метаболизма азота. Функция GlnR в 
клетках L. hilgardii пока не исследована. Поэтому целью работы было установить функциональную 
роль MerR-подобного фактора транскрипции GlnR в клетках L. hilgardii. 

Было произведено полногеномное секвенирование L. hilgardii на платформах Illumina MiSeq и 
Oxford Nanopore MinION. Анализ генома показал, что ген glnR находится в опероне glnRA с 
глутаминсинтетазой, в клетках ближайших родственных бактерий B. subtilis, вместе они осуществляют 
регуляцию метаболизма азота в условиях его избытка. 

Ген glnR был клонирован в экспрессионный вектор рЕТ15b, и рекомбинантный белок GlnR был 
очищен до электрофоретически гомогенного состояния с помощью аффинной хроматографии. 
Методом гель-фильтрации было показано, что белок GlnR не способен к димеризации в условиях in 
vitro в отличие от L. plantarum и B. subtilis. Также методом ВЭЖХ проводили верификацию 
взаимодействия белка GlnR с белком PotN. В результате было показано, что тример белка PotN может 
связывать либо три, либо два, либо 1 димер GlnR. В условиях без эффекторных молекул образуются 
все виды комплексов, а в присутствии АТФ и АДФ комплексы образуются в небольших количествах, 
исследуемые белки находятся в основном в виде мономеров. Мы предполагаем, что в присутствии 
эффекторных молекул изменяется конформация белка PotN, что препятствует его связыванию с GlnR 
(рисунок 1). 

Затем проводили верификацию взаимодействия белка GlnR с белком PotN методом 
микроколичественного термофореза. Было обнаружено, что аффинность белков в отсутствии 
эффекторных молекул составляет 1.3 µM, присутствие АТФ понижает аффинность в 10 раз, 
присутствие АДФ в 3 раза. Значит, что присутствие эффекторных молекул препятствует образованию 
комплексов PotN-GlnR, что подтверждает результаты предыдущих экспериментов. 

Так как анализ аминокислотной последовательности GlnR выявил наличие характерного ДНК-
связывающего мотива спираль-поворот-спираль, мы предположили наличие у белка GlnR ДНК-
связывающих свойств. Мы исследовали ДНК-связывающую активность GlnR методом задержки в 
геле. Мы установили, что GlnR взаимодействует с ДНК только при больших концентрациях белка, при 
добавлении белка PotN ДНК-связывающая активность GlnR повышается, и комплекс GlnR-ДНК 
образуется при в 10 раз меньших концентрациях белка GlnR. Здесь можно говорить о том, что PotN 
повышает ДНК-связывающую активность GlnR. 

В зависимости от доступности питательных веществ для клетки белок PotN может связывать от 
одного до трех димеров GlnR, тем самым повышая его ДНК-связывающую активность. Этот механизм 
можно назвать способом регуляции активности GlnR. 
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Рисунок 1 – Хроматограммы смесей белков PotN и GlnR в присутствии и отсутствии эффекторных 
молекул 
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