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В настоящей работе проведен сравнительный анализ нуклеотидных последовательно-
стей rpoB гена для оценки возможности его использования в качестве генетического мар-
кера видовой идентификации бактерий рода Lactobacillus spp., выделенных из кисломолоч-
ных продуктов разных районов республики Казахстан. Показано, что дискриминационная
характеристика нуклеотидной последовательности rpoB гена более достоверна для иденти-
фикации близкородственных генов Lactobacillus по сравнению с использованием для этих
целей только 16S rRNA гена. Филогения последовательности rpoB гена идентична 16S rRNA
гену и может быть использована как дополнительный филогенетический маркер.
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Род Lactobacillus является самым представи-
тельным по числу среди молочнокислых бактерий.
Многие виды Lactobacillus spp. имеют важное зна-
чение для пищевой и медицинской промышленно-
сти в качестве заквасочных, стартовых и пробиоти-
ческих культур [1, 2]. Поэтому для контроля ка-
чества и безопасности продуктов питания важной
задачей является их правильная таксономическая
идентификация. Влияние различных факторов на фе-
нотипические показатели, а также высокий уровень
фенотипической изменчивости лактобацилл способ-
ствуют широкому применению генетических методов
для видовой идентификации [3]. Метод ДНК/ДНК
гибридизация является “золотым стандартом” ви-
довой идентификации, но трудоемкость и высокая
стоимость не позволяют использовать его как ру-
тинный метод. Альтернативным подходом является
анализ последовательности ДНК. На современном
этапе секвенирование ДНК — недорогой и быст-
рый метод, позволяющий создавать общедоступные
базы данных нуклеотидных последовательностей.
Все эти составляющие способствуют интенсивному
развитию данного метода идентификации. Для того
чтобы анализ нуклеотидных последовательностей
обладал высоким таксономическим разрешением
необходимо подобрать генетические маркеры, по-
зволяющие надежно дифференцировать лактоба-
циллы до вида. Широко используемый в таксоно-
мии ген 16S rRNA не позволяет точно дифферен-
цировать новые выделенные в результате скрининга

штаммы бактерий. Необходимы новые генетиче-
ские маркеры (гены), которые по своей информа-
тивности могут быть идентичны или превосходить
ДНК/ДНК гибридизацию. Комитет по переоценке
бактериальных видов [4] рекомендует проведение ана-
лиза пяти генов, что может предоставить достаточ-
ную информацию для видовой идентификации мик-
роорганизмов.

Высокую дискриминационную характеристику
видов лактобацилл показали фрагменты нуклеотид-
ных последовательностей tuf [5], pheS, rpoA [6] и
hsp60 [7] генов. Кроме того, гены, кодирующие ука-
занные белки, обладают двойным потенциалом: ис-
пользование нуклеотидной последовательности для
дифференциации близкородственных видов, а так-
же использование аминокислотной и нуклеотидной
последовательностей для филогении и таксономии
отдаленных и близко связанных таксонов. Нуклео-
тидная последовательность rpoB гена кодирует бе-
та-субъединицу РНК-полимеразы и встречается в
единичной копии в геноме лактобацилл [8]. Эволю-
ционно древнее происхождение этого гена свиде-
тельствует о его потенциале как бактериального
хронометра [9].

Целью данного исследования являлось изучение
возможности использования нуклеотидной и ами-
нокислотной последовательности фрагмента rpoB
гена в качестве альтернативного генетического мар-
кера видовой дифференциации и филогении видов
Lactobacillus spp.
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1 РГП Национальный центр биотехнологии Республики Казахстан КН МОН РК, г. Астана.
2 ДГП Республиканская коллекция микроорганизмов, Республика Казахстан, г. Астана.



Материалы и методы

В исследовании были использованы образцы
ДНК, полученные методом Kate Wilson [10] из
66 культур лактобацилл, выделенных из кисломо-
лочных продуктов разных районов республики Ка-
захстан и выращенных на среде MRS 1 (Hi-Me-
dia, India).

Амплификация фрагмента rpoB гена была вы-
полнена в объеме 30 мкл ПЦР, смесь содержала
150 нг ДНК, 1 Ед. Maxima Hot Start Taq DNA Poly-
merase (Fermentas), 0,2 mM каждого дНТФ, 1-х ПЦР
буфер (Fermentas), 1,5 mM MgCl2, 15 пмоль каждого
праймера. Нами были подобраны праймеры, содер-
жащие вырожденные нуклеотидные позиции на 3’
конце For-rpoB 5’ — TAACCgTggTgCTTggCTDgA-
ATWYgAAAC — 3’; Rev-rpoB 5’ — ATCAAACCAAT-
gTTAggNCCTTCWggDgTTTC — 3’. Программа ПЦР
амплификации включала длительную денатурацию
95° в течение 7 мин; 30 циклов: 95° — 50 с, 59° —
1 мин, 72° — 1 мин 30 с; заключительная элонгация
7 мин при 72°, ПЦР программа была выполнена с
применением амплификатора DNA Engine Tetrad 2
Cycler PTC-0240 (Bio-Rad).

Определение нуклеотидной последовательности.
При очистке ПЦР продуктов использовали фер-
ментативный метод [11]. Реакцию секвенирования
проводили с применением BigDye®Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit и подобранных праймеров со-
гласно инструкции производителя, с последующим
разделением фрагментов на автоматическом генети-
ческом анализаторе 3730 Ѕ l DNA Analyzer (Applied
Biosystems).

Анализ нуклеотидных последовательностей. Нук-
леотидные последовательности были проанализиро-
ваны и объединены в общий контиг, используя про-
граммное обеспечение SeqScape 2.6.0 (Appliеd Bio-
systems). Филогенетический анализ проводили с ис-
пользованием программного обеспечения Mega 3.1.
Выравнивание нуклеотидных последовательностей
делали, используя алгоритм ClustalW, построение
филогенетических деревьев проводили с использо-
ванием метода ближайших соседей (Neiighbor-Joi-
ning NJ). Идентичность нуклеотидной последова-
тельности рассчитывали с ис-
пользованием программного
обеспечения MegAlign 6.00
DNASTAR Inc. Дополнитель-
но в анализ были включены
нуклеотидные последователь-
ности rpoB гена 23 видов
лактобацилл, а также Bacil-
lus subtillis и Escherichia coli.

Исследуемые культуры
были предварительно иден-
тифицированы методом ана-
лиза нуклеотидной последо-
вательности 16S rRNA гена
в GenBank по алгоритму

BLAST, с применением программного обеспечения
MicroSeq ID (Applied Biosystems).

Результаты и обсуждение

Амплифицикация фрагмента rpoB гена разме-
ром 1100 п.н. методом ПЦР 66 культур представле-
на на рис. 1.

Для анализа использовали фрагмент нуклеотид-
ной последовательности rpoB гена длиной 769 п.н.
(исключая последовательность праймеров и непе-
рекрывающихся областях).

Результаты филогенетического анализа нуклео-
тидных последовательностей 66 анализируемых мик-
роорганизмов отображены на дендрограмме (рис. 2).
Нуклеотидные последовательности rpoB гена 35 иден-
тифицируемых культур (K-0015, K-0023, K-0024,
K-0025, K-0041, K-0043, K-0103, K-0104, K-0105,
K-0106, K-0108, K-0149, K-0153, K-0154, K-0155,
K-0201, K-0208, P-001, P-003, P-006, P-010, P-012,
P-019, P-020, P-021, P-025, P-027, P-028, P-159,
P-034, P-96, P-039, P-41, P-043, P-51) расположены
на одной филогенетической ветви с L. paracasei ssp.
paracasei 8700:2, L. paracasei ssp. paracasei ATCC
25302 и референтными штаммами L. casei ATCC334,
L. casei BL23. При идентификации данных культур
по 16S rRNA максимальная идентичность была по-
лучена с L. paracasei. Внутривидовой полиморфизм
rpoB гена L. paracasei не превысил 0,8%.

Нуклеотидные последовательности rpoB гена
идентифицируемых культур P-86, P-67, P-73, P-85,
P-78, P-79, P-98, P-66 при анализе сформировали от-
дельную филогенетическую ветвь с L. rhamnosus GG
и L. rhamnosus Lc 705. Данные культуры по гену
16 S rRNA были идентифицированы как L. rham-
nosus. Вариабельность нуклеотидных последователь-
ностей rpoB гена среди L. rhamnosus не превышала
1,7%, однако была значительно выше, чем в L. casei.
Важно отметить, что нуклеотидная идентичность
между филогенетически близкородственными бак-
териями группы L. casei, такими как L. rhamnosus
GG и L. paracasei, составила от 85,6 до 86,1%, тогда
как межвидовая идентичность 16 S rRNA гена соста-
вила более 98%, что не позволяет однозначно диф-
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Рис. 1. Электрофорерограмма ПЦР продуктов амплификации фрагмента rpoB гена. 1—47 образ-
цы, М — маркер 100—1000 п.н. шаг 100 п.н., Fermentas, “К–” — отрицательный контроль

постановки ПЦР

14 ВМУ, биология, № 1



ференцировать указанные виды.
Нуклеотидная идентичность rpoB
гена L. paracasei и L. rhamnosus к
L. sakei не превысила 77%, тогда
как по 16S rRNA гену процент со-
ставил 90,1 и 90,7% соответственно.

Уровень генетического родст-
ва rpoB гена исследуемой культу-
ры Р-59 по отношению к L. fer-
mentum IFO3956 составила 99,9%,
а к наиболее близкородственному
виду L. reuteri — 91,0% по 16S r RNA
и 76,8% по rpoB гену.

Нуклеотидная последователь-
ность rpoB гена культур Р-005,
Р-231 и Р-024, Р-025-2, иденти-
фицированных как L. parabuchne-
ri и L. buchneri, сформировала две
филогенетические ветви, отдален-
но расположенные от референтно-
го штамма L. buchneri ATCC11577.
Последний в свою очередь распо-
ложен на одной филогенетической
ветви с L. hilgardii ATCC8290, яв-
ляющимся неотипом для данного
вида. Идентичность нуклеотидной
последовательности rpoB гена меж-
ду ними составила 99,6%, а срод-
ство L. buchneri АТСС 11577 с
Р-005, Р-231 и Р-024, Р-025-2 со-
ставила 84,3%, 83,9% и 87,3%,
86,6%, соответственно. Важно от-
метить, что различие в уровнях
генетического родства rpoB гена
Р-005, Р-231 (L. parabuchneri) и
Р-024, Р-025-2 (L. buchneri) превы-
сило 12,0%, а 16S rRNA — всего
2,0—2,5%.

Как видно на рис. 2, иден-
тифицируемые культуры К-0007,
К-0010, К-0006, К-0005, К-0004,
К-0011, Р-014, Р-032 и Р-042 фи-
логенетически связаны с L. brevis
ATCC 367, процент идентичности
rpoB гена между ними составил
99,9—100%.

Нуклеотидные последователь-
ности rpoB гена выделенных куль-
тур Р-040, К-0202, К-0021, К-0012,
К-0026, К-0044, К-0110, К-0048 и
К-0203 анализировали по отноше-
нию к последовательности rpoB ге-
нам референтным штаммам L. plan-
tarum WCFS1 и L. plantarum JDM1.
Уровень генетического родства
внутри данной группы составил
99,9—100%. В нашей выборке от-
сутствуют близкородственные виды
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Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное по нуклеотидной последовательности
rpoB гена



группы L. plantarum (L. paraplantarum и L. pentosus),
что не позволило нам оценить дискриминационную
характеристику rpoB гена для видов данной груп-
пы. Но в целом отмечена общая тенденция умень-
шения процента сродства L. plantarum к другим ви-
дам. Так, например, идентичность фрагмента нукле-
отидной последовательности 16S rRNA гена L. brevis

с L. plantarum составила око-
ло 92,0%, а идентичность фраг-
мента rpoB гена не превыси-
ла 82,0%.

Отмечено, что топология
дерева, построенного на нук-
леотидной последовательности
rpoB гена, значительно отлича-
ется от традиционной филоге-
нии, построенной на анализе
16S rRNA гена (рис. 3). Соглас-
но филогенетической структу-
ре рода Lactobacillus, построен-
ной на основании нуклеотид-
ных последовательностей гена
16SrRNA, L. delbrueckii вхо-
дит в группу L. acidophilus [10],
тогда как при анализе нук-
леотидной последовательности
rpoB гена L. delbrueckii ssp. bul-
garicus сформировали отдель-
ную филогенетическую ветвь,
а L. sakei, традиционно входя-
щий в группы L. casei по нук-
леотидной последовательности
rpoB гена, стал ближе к груп-
пе L. acidophilus. Кроме того,
анализ гена rpoB показал, что
L. brevis филогенетически бли-
же к L. plantarum, тогда как
по 16S rRNA он входит в груп-
пу L. buchneri. Также L. rumi-
nis ATCC 25644 вместе с L. sa-
livarius UCC118, традиционно
входящие в одну филогенетиче-
скую группу L. salivarius, рас-
положены на разных ветвях.

Заключение

Ген rpoB уже был исполь-
зован в качестве генетическо-
го маркера при идентифика-
ции бактерий, отнесенных к
типу Firmicutes. Например, ана-
лиз 318 п.н. позволил диффе-
ренцировать бациллы B. anth-
racis от B. cereus и B. thuringi-
ensis [11], а также от молоч-
нокислых бактерий методом
PCR-DGGE [12]. Аминокис-
лотная последовательность бе-

та-субъединицы РНК-полимеразы была использо-
вана при изучении филогении грамположительных,
грамотрицательных бактерий и представителей Ar-
chaea [13—16]. Однако идентификационная и фи-
логенетическая способность нуклеотидной и амино-
кислотной последовательностей rpoB гена не была
изучена для рода Lactobacillus spp. В нашем иссле-
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Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное по аминокислотной последовательности
бета-субъединицы РНК-полимеразы и традиционной филогении по 16S rRNA гену

15 ВМУ, биология, № 1



довании были подобраны праймеры, позволяющие
амплифицировать фрагменты rpoB гена лактобацил,
входящие в различные филогенетические группы
(L. casei, L. reuteri, L. plantarum, L. buchneri ). В це-
лом анализ нуклеотидной последовательности rpoB
гена показал высокую идентификационную способ-
ность генетически и фенотипически близкородст-
венных бактерий рода Lactobacillus по сравнению

с дискриминационным свойством 16S rRNA гена.
Топология дерева на основе анализа аминокислот-
ной последовательности только по 16S rRNA гену
является недостаточной для идентификации генов
близкородственных видов Lactobacillus. Анализ нук-
леотидной последовательности rpoB гена может быть
использована как филогенетический маркер.
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THE IDENTIFICATION OF LACTOBACILLUS spp. ON THE BASE OF ANALYSIS
OF GENE FRAGMENT BETA- SUBUNIT RNA -POLYMERASE (rpoB )

A.B. Shevtsov, А.R. Кushugulovа, S.S. Коjakhmetov, S.S. Оralbaeva,

L.G. Stoyanova, А.B. Seidalina, К.Т. Момinaliev

It was carry out a comparative analysis of the nucleotide sequences of the rpoB gene to
assess its use as a genetic marker for identification genus Lactobacillus spp., obtained from acid
milk product of different regions of Kazakhstan. Discriminatory ability of the nucleotide sequence
analyze of rpoB gene is higher than the 16S rRNA gene for closely related species of the Lactoba-
cillus genus. Phylogeny of nucleotide sequence of rpoB gene is identical to 16S rRNA gene and can
be used as its additional phylogenetic marker.

Key words: Lactobacillus, beta-subunit of RNA- polymerase, identification, sequencing, phylo-
geny, 16S rRNA gene, rpoB gene.
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