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Салицилаты (салициловая кислота и ее произ�
водные) – широко распространенные в природе
ароматические углеводороды, типичные метабо�
литы растений, участвующие в индукции систем�
ной устойчивости к фитопатогенам [1]. Кроме то�
го, салицилат является ключевым интермедиатом

в путях биодеградации нафталина, фенантрена,
антрацена и других токсичных и канцерогенных
соединений, загрязняющих окружающую среду
[2]. Накопление салицилатов (особенно галоге�
нированных) в среде в большинстве случаев по�
давляет рост микроорганизмов, однако существу�
ют бактерии, использующие эти ароматические
соединения в качестве единственного источника
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Установлено, что способность штаммов псевдомонад к биодеградации капролактама и салицилата
определяется крупными конъюгативными плазмидами (SAL/CAP), часть из которых относится к Р?7?
группе несовместимости. В составе SAL/CAP?плазмид обнаружен и частично секвенирован новый ген
салицилат?1?гидроксилазы scpA, на уровне нуклеотидной последовательности идентичный известным
генам не более чем на 72–74% и филогенетически примерно одинаково удаленный от ближайших гомо?
логов – генов nahG (NAH7), salA (Pseudomonas reinekei MT1) и nahU (pND6?1). Синтез салицилат?1?
гидроксилазы ScpA не индуцируется салицилатом, фермент имеет широкую субстратную специфич?
ность и наибольшую удельную активность проявляет по отношению к 4?метилсалицилату и незамещен?
ному салицилату. Кроме того, впервые описаны поддерживаемые в бактериях рода Pseudomonas плаз?
миды биодеградации салицилата, которые не имеют nah2?оперона и несут только “неклассический” ген
салицилат?1?гидроксилазы, nahU. 
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углерода и энергии. Бактерии рода Pseudomonas
могут утилизировать салицилат двумя способами.
Во�первых, превращая его с помощью салицилат�
1�гидроксилазы в катехол, который расщепляют в
дальнейшем по орто� или мета�пути. Во�вторых,
окисляя салицилат салицилат�5�гидроксилазой
до гентизиновой кислоты. У псевдомонад гены
катаболизма ароматических углеводородов, в том
числе салицилата, часто располагаются на круп�
ных конъюгативных плазмидах [3], а также входят
в состав различных транспозонов [4]. К настоя�
щему времени описаны гены салицилатгидрок�
силаз, локализованные на плазмидах биодеграда�
ции нафталина и салицилата флуоресцирующих
псевдомонад (nahG, nahU, nagG) [5–7]. Известны
также хромосомные гены салицилат�1�гидрокси�
лазы – как “молчащие” (псевдоген nahG1 у ряда
штаммов P. putida) [8], так и вовлеченные в биохи�
мические пути, обеспечивающие хозяину серьез�
ные конкурентные преимущества. 

В последние годы коллекция лаборатории
биологии плазмид (ЛБП ИБФМ РАН) пополни�
лась штаммами псевдомонад, способными к
биодеградации салицилата и капролактама – ксе�
нобиотика, широко используемого для производ�
ства капрона (нейлона�6). Сочетание таких мета�
болических активностей ранее наблюдали только
у P. putida MCM B�408, причем этот штамм содер�
жал стабильную плазмиду размером 32 т.п.н. [9].
Кроме того, описано несколько штаммов [10], де�
градирующих салицилат c использованием “не�
классической” (NahU) салицилатгидроксилазы,
которые также росли на капролактаме (но не на
нафталине) и содержали плазмиды большого раз�
мера. Однако четкой связи между биодеградаци�
ей салицилата и капролактама и обнаруженными
плазмидами в этих двух работах не выявили. Из
бактерий, обитающих в сточных водах несколь�
ких предприятий по производству капролактама,
выделили и охарактеризовали группу плазмид
биодеградации капролактама – CAP�плазмид
[11]. Тем не менее, не описано ни одного бесплаз�
мидного штамма псевдомонад, использующего
капролактам в качестве единственного источника
углерода, азота и энергии. Биодеградация же са�
лицилата может определяться как плазмидными,
так и хромосомными генами, причем нуклеотид�
ные последовательности генов салицилатгидрок�
силаз, а также их ближайшее генетическое окру�
жение могут существенно различаться. 

В представленной работе мы установили, что
способность к биодеградации как капролактама,
так и салицилата у SAL/CAP�штаммов псевдомо�
над из лабораторной коллекции и новых почвен�
ных образцов определяется крупными конъюга�
тивными плазмидами, а также идентифицирова�
ли и охарактеризовали новый ген салицилат�1�
гидроксилазы, входящий в состав SAL/CAP�
плазмид.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В качестве реципиента плазмид биодеградации
использовали бесплазмидный штамм P. putida
KT2442 (gfp, Kmr, Rif r) (К. Смалла, Германия).
Бактерии выращивали в среде LB и в минераль�
но�солевой среде Эванса при 28°С [12]. Салици�
лат натрия и капролактам вносили в среду в кон�
центрации 1 г/л, нафталин добавляли на крышку
перевернутой чашки Петри, БТЭК (смесь бензо�
ла, толуола, этилбензола и ксилолов в равных
объемах) наливали в силиконовые трубки, кото�
рые также помещали на крышки перевернутых
чашек Петри после посева. Канамицин для се�
лекции трансконъюгантов вносили в среды до до�
стижения конечной концентрации 100 мкг/мл
среды. Плазмиды, за исключением pBS270 [13] и
pS6f (выделена из штамма P. fluorescens S6f, почва
ОАО “Щекиноазот”, Тульская область), в разное
время выделяли из различных образцов почв
(условно чистых и загрязненных автотранспор�
том) г. Пущино Московской области методом эк�
зогенной изоляции на среде Эванса с салицила�
том натрия.

Метод экзогенной изоляции коньюгативных
плазмид. Почву (2 г) ресуспендировали в 10 мл
среды LB и помещали в термостат (28°С) на 12 ч.
Реципиентный штамм P. putida KT2442 растили в
4 мл среды LB в тех же условиях, затем 200 мкл
культуры смешивали с 1 мл раствора почвы и цен�
трифугировали в течение 5 с при 6000 g. На чашку
Петри с агаризованной средой LB помещали
фильтр “Millipore” с размером пор 0.22–0.4 мкм,
на который наносили 100 мкл супернатанта. Чаш�
ку, не переворачивая, инкубировали в термостате
в течение 24 ч при температуре 28°С. Далее дела�
ли смыв с фильтра физиологическим раствором
(10 мл), и 100 мкл суспензии высевали на среду
Эванса с канамицином и салицилатом натрия.
Чашки инкубировали при температуре 28°С и от�
бирали колонии, светящиеся зеленым цветом,
под УФ�лампой. После расчистки клоны перено�
сили репликатором на чашки со средой Эванса,
содержащей салицилат, капролактам, нафталин
или БТЭК в качестве единственных источников
углерода и энергии.

Плазмидную ДНК выделяли методом щелоч�
ного лизиса согласно [12], также использовали
набор “ZR Plasmid Miniprep – Classic” (“ZymoRe�
search”, США). 

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) прово�
дили в циклере Mastercycler Gradient (“Eppen�
dorf”, Германия) в стандартных условиях с ис�
пользованием Taq�ДНК�полимеразы. Олигонук�
леотидные праймеры, использованные в работе,
приведены в табл. 1. Электрофорез ДНК осу�
ществляли в 1.5%�ном агарозном геле в Трис�аце�
татном буфере по стандартной методике [12].
ДНК визуализировали, окрашивая гель в раство�
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ре бромистого этидия, и выделяли при помощи
“Zymoclean Gel DNA Recovery Kit” (“ZymoRe�
search”) по протоколу фирмы�изготовителя.

ДНК секвенировали на автоматическом секве�
наторе ДНК ABI Prism 373 3130XL Genetic Analy�
ser (“Perkin�Elmer”) в научно�производственной
компании “Синтол” (Москва). Нуклеотидные
последовательности анализировали с помощью
пакета программ DNAStar, pDRAW (AcaClone
Software, http://www.acaclone.com) и BLAST N
(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Для постро�
ения дерева использовали программу TREECON
[19].

В рестрикционном анализе использовали эндо�
нуклеазы рестрикции производства “Fermentas”
(Литва). ДНК обрабатывали ферментами при
37°С в течение 2–6 ч в соответствии с рекоменда�
циями фирмы�изготовителя.

Для индукции салицилат?1?гидроксилазы бак�
териальные клетки выращивали до середины ло�
гарифмической фазы в 250 мл среды Эванса с до�
бавлением сукцината (1 г/л) в качестве источника
углерода и энергии. Затем вносили индуктор са�
лицилатгидроксилазы – раствор салицилата на�
трия (0.1 г/л) и подращивали клетки в течение 2 ч.
Клетки отделяли центрифугированием, дважды
отмывали в фосфатном буфере [12] и разрушали

на ультразвуковом дезинтеграторе “MSE150�
Watt” (Англия) при частоте 22 кГц в течение 1 мин
(2 × 30 с) при 4°С.

Концентрацию белка определяли по методу
Бредфорд [20].

Удельную активность салицилат�1�гидроксила�
зы [КФ 1.14.13.1] определяли на UV�160А спек�
трофотометре “Shimadzu” (Япония) по уменьше�
нию экстинкции NADH реакционной смеси (λ =
= 340 нм, ε = 6.220 мМ–1 см–1), содержащей
100 мкМ NADH, 100 мкМ салицилат, бесклеточ�
ный экстракт и 0.05 М фосфатный буфер, рН 7.5,
учитывая эндогенное потребление NADH бес�
клеточным экстрактом при 30°С [21].

Активность катехол�2,3�диоксигеназы опреде�
ляли по скорости образования α�оксимуконового
полуальдегида в реакционной смеси (λ =375 нм,
ε = 33.4 мМ–1 см–1), содержащей 0.5 мМ катехола,
бесклеточный экстракт и 0.05 М Tрис�НСl�буфер
(рН 7.5) [22].

Активность катехол�1,2�диоксигеназы опреде�
ляли по скорости образования цис8цис�муконата в
реакционной смеси (λ = 260 нм, ε = 16.9 мМ–1 см–1),
содержащей 5 мМ Nа�EDТА, 1 мМ катехола, бес�
клеточный экстракт, 0.05 М фосфатный буфер
(рН 7.0) [23].

Таблица 1. Праймеры, использованные в работе

Ген Праймер Нуклеотидная последовательность, (5' → 3') Т отжига
праймера, °С

Размер
ПЦР�продукта, п.н. Ссылка

repA
(IncP�7)

RepAP7F1
RepAP7R1

GCCCATGCCGAAAAAGGTGTC
GAATCGTTGATAGGCATCCGAC

53 412 [14]

repAB repF CCAGCGCGGTACWTGGG 54 398 [15]

(IncP�9) repR GTCGGCAICTGCTTGAGCTT

nahAc Ac149f CCCYGGCGACTATGT 43 865 [16]

Ac1014r CTCRGGCATGTCTTTTTC

nahH 23DOF ATGGATDTDATGGGDTTCAAGGT 50 721 [17]

23DOR ACDGTCADGAADCGDTCGTTGAG

nahR nahR_1f ATGGAACTGCGTGACCTGG 52 585 [18]

nahR_585r GCCGTAGGAACAGAAGCG

nahG shc1_up CGGCKTTHGGTGARGTCGGTGC 54 893 [18]

shc1_lo GGCGAGGAARTAGGCGTCCTCAAG

nahU nahGU_244f GACATCTGGTTCGAATGGCG 58 654 [10]

nahU_898r CAAGATCATGCAGCGCCC

nagG 458f CCTGACCAAGCTSAAGGT 56 766 [7]

1224r CGTYTCGGTSACCATGTG

salA salAF
salAR

CAAAGTCGAAGACCGCACC
ACGCCACCACGTTGATAATG

58 522 Данная 
работа

catA C12O_UP GCGHACVATCGAAGGNCCRYTGTA 58 462 [7]

C12O_LOW2 TCRCGSGTNGCAWANGCAAAGTC
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Удельную активность ферментов выражали в
микромолях потребленного субстрата (кофакто�
ра) или образующегося продукта (кофактора) в
1 мин на 1 мг общего бактериального белка. Зна�
чения удельных активностей ферментов рассчи�
тывали, используя компьютерную программу
“Enzyme” (ИБФМ, Россия). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Плазмиды биодеградации салицилата

Для экзогенной изоляции конъюгативных
плазмид биодеградации салицилата из образцов
лесной почвы, отобранной близ г. Пущино, ис�
пользовали бесплазмидный штамм P. putida
KT2442, служащий эффективным реципиентом
чужеродной ДНК за счет дефектной системы ре�
стрикции�модификации и встроенного в хромо�
сому гена gfp [24]. Экспрессия гена gfp, кодирую�
щего зеленый флуоресцентный белок, позволяет
легко отличать колонии KT2442, растущие на
твердых средах. В результате получили 12 транс�
конъюгантов, способных к росту на салицилате.
Семь из них в качестве единственного источника
углерода и энергии использовали также нафта�
лин, два штамма KT2442 (pScp1) и KT2442
(pScp2) – ε�капролактам, а три – KT2442 (pS1),
KT2442 (pS2) и KT2442 (pS3) – росли исключи�
тельно на салицилате. Из всех трансконъюгантов
были выделены плазмиды, три из которых (pS1,
pS2 и pS3) имели одинаковый размер (более
50 т.п.н.). Анализ полиморфизма длин рестрик�
ционных фрагментов (ПДРФ) с использованием
эндонуклеаз рестрикции EcoRI и BamHI показал,
что эти плазмиды сходны, если не идентичны.
ПЦР с праймерами на группы несовместимости
IncP�7 и IncP�9 не выявила принадлежности pS1,
pS2 и pS3 к этим группам, распространенным
среди катаболических плазмид. Семь NAH/SAL�
плазмид незначительно различались по размеру
(70–100 т.п.н.) и принадлежали к группе несовме�
стимости P�9. Плазмиды биодеградации салици�
лата/капролактама существенно различались по
размеру (pScp1 – менее 40 т.п.н., pScp2 – более
70 т.п.н.) и не относились к IncP�7/IncP�9�груп�
пам. Факт приобретения бесплазмидным реципи�
ентом вместе с единственной плазмидной ДНК
способности к биодеградации салицилата и капро�
лактама указывает на плазмидную локализацию ге�
нетических детерминант этих признаков.

Не удивительно, что большая часть плазмид,
экзогенно изолированных по признаку деграда�
ции салицилата, оказалась плазмидами биодегра�
дации нафталина. Это наиболее распространен�
ный и изученный тип плазмид биодеградации по�
лициклических ароматических углеводородов
(ПАУ). Плазмиды этого типа обычно содержат
“классический” ген салицилатгидроксилазы

nahG в составе “нижнего” (nah2) оперона биоде�
градации нафталина и контролируют окисление
салицилата до катехола, который далее утилизи�
руется по мета8пути. Более интересными выгля�
дели плазмиды pS1, pS2 и pS3, контролирующие
катаболизм салицилата (но не нафталина), а так�
же pScp1 и pScp2, обеспечивающие биодеграда�
цию как салицилата, так и капролактама. Кроме
того, мы использовали выделенные ранее из поч�
вы пять плазмид (также поддерживаемых в лабо�
раторном штамме KT2442), определяющих ути�
лизацию салицилата/капролактама: pBS270, pS6f,
pEx4, pNP6, pNP7. Известно, что большинство
плазмид биодеградации нафталина/салицилата
относится к IncP�9�группе (реже к IncP�7), а
плазмиды биодеградации капролактама принад�
лежат, как правило, к IncP�9 или IncP�2 [11]. С
помощью ПЦР установлено, что три из
SAL/CAP�плазмид (pBS270, pS6f, pEx4) входят в
P�7�группу несовместимости, а четыре (pScp1,
pScp2, pNP6, pNP7) классифицировать не уда�
лось. 

Следует отметить, что капролактам – это ток�
сичное соединение, которое вызывает дерматиты
и хромосомные аберрации у млекопитающих
[25]. Всего несколько десятилетий назад бакте�
рии�деструкторы этого соединения выделяли
лишь из почв, контактирующих со сточными во�
дами производств капролактама и полимеров на
его основе [11]. В последние же годы, как и в на�
шей работе, бактерии�деструкторы капролакта�
ма, хотя и немногочисленные, находят даже в
почвах с неспецифическим загрязнением. Воз�
можно, распространению и селекции признака
утилизации капролактама у бактерий из почв,
удаленных от стоков химических производств,
способствовало загрязнение окружающей среды
продуктами полимеризации капролактама (кар�
касы авто� и авиапокрышек, рыболовные сети,
одежда и т.п.) с последующей их абиотической и
биотической эрозией. Известно, например, что
лигнолитические грибы способны агрессивно и
быстро расщеплять нейлон�6 и нейлон�66 до оли�
гомеров [26]. Вероятно, в современных условиях
совмещение очень нужного для почвенных и осо�
бенно ризосферных псевдомонад пути биодегра�
дации салицилата с детерминантами утилизации
капролактама в составе одного мобильного гене�
тического элемента обеспечивает определенное
конкурентное преимущество обладателям салици�
латно�капролактамовых плазмид. Кроме того,
нельзя исключить и существование точек “пересе�
чения” путей катаболизма салицилата и капролак�
тама (гены биодеградации капролактама до сих пор
не идентифицированы) или их общей регуляции у
штаммов, несущих SAL/CAP�плазмиды. 
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Идентификация гена салицилатгидроксилазы, 
локализованного на плазмидах биодеградации 

салицилата/капролактама

Генетический контроль деградации салицила�
та у трансконъюгантов и пяти штаммов из кол�
лекции лаборатории изучали при помощи ПЦР с
праймерами, специфичными к “классическим”
генам из плазмидных оперонов биодеградации
нафталина и салицилата: nahAc, nahG, nahH и
nahR. Эти гены кодируют большую субъединицу
нафталин�1,2�диоксигеназы, салицилат�1�гид�
роксилазу, катехол�2,3�диоксигеназу и регулятор�
ный белок LysR�типа соответственно (табл. 1).
Амплификацию всех этих генов наблюдали лишь
при использовании в качестве матриц семи
NAH/SAL�плазмид. Все остальные плазмиды
(SAL и SAL/CAP) кодировали “неклассический”
путь биодеградации салицилата, поскольку ПЦР�
анализ не выявил ни одного из генов оперона
nah2.

Ранее в нашей лаборатории у группы штам�
мов�деструкторов салицилата, также ПЦР�нега�
тивных по nahG, nahH и nahR, идентифицировали
гены салицилатгидроксилазы [10]. Были подо�
браны праймеры, специфичные к уникальной
последовательности гена салицилат�1�гидрокси�
лазы nahU плазмиды биодеградации нафталина
pND6�1 (IncP�7) (GenBank Acc. no. AY208917.2),
расположенного далеко за пределами оперона
nah2 [6]. В отличие от pND6�1, несущей и стан�
дартный ген nahG, у группы изученных штаммов
амплифицировали только nahU. Однако локали�
зация этого гена во всех штаммах осталась невы�
ясненной. 

Продукты амплификации с праймерами, спе�
цифичными к гену nahU, получены для трех плаз�
мид деградации салицилата, анализируемых в на�
шей работе, – pS1, pS2 и pS3. Амплифицирован�

ные фрагменты размером 654 п.н. были выделены
из агарозного геля и подвергнуты гидролизу эн�
донуклеазой RsaI. Рестрикционная картина всех
трех ампликонов соответствовала картине ре�
стрикции nahU pND6�1. Таким образом, нами
впервые описаны плазмиды биодеградации сали�
цилата, которые не содержат оперон nah2 и несут
только “неклассический” ген салицилат�1�гид�
роксилазы nahU. 

Ни на одной из SAL/CAP�плазмид ген nahU не
обнаружен. Последний, достаточно редкий для
плазмид псевдомонад [7] вариант, – ген большой
субъединицы салицилат�5�гидроксилазы (nagG),
превращающей салицилат не в катехол, а в генти�
зат, также не удалось амплифицировать.

В результате анализа нуклеотидных последо�
вательностей генов салицилатгидроксилаз, депо�
нированных в GenBank за последние 2–3 года,
найден филогенетически удаленный от всех из�
вестных вариантов ген salA штамма P. reinekei
MT1 (AY944685.2), который утилизирует хлори�
рованные салицилаты по модифицированному
орто8пути, предотвращая образование антибио�
тика протоанемонина [27, 28]. На основе нуклео�
тидной последовательности salA мы разработали
праймеры salAF и salAR с целью поиска соответ�
ствующего гена у SAL/CAP�плазмид. Амплифи�
кация с новыми праймерами оказалась недоста�
точно специфичной, однако при помощи про�
граммы pDRAW было установлено, что праймер
salAF можно при определенных условиях заме�
нить праймером nahGU_244f, разработанным для
гена nahU. Продукты амплификации (фрагменты
размером около 500 п.н.) получены во всех случа�
ях, где матрицами служили SAL/CAP�плазмиды.
В то же время, амплифицировать гены nahU и
nahG (контрольные варианты) с использованием
этой пары праймеров не удалось (рис. 1). Ампли�
фицированные фрагменты плазмид pScp1, pScp2
и pBS270 были выделены из геля и секвенирова�
ны в двух направлениях. Обнаруженный ген са�
лицилатгидроксилазы получил название scpA (от
salicylate/caprolactam plasmid).

Филогенетический анализ гена scpA

Определена нуклеотидная последовательность
440 п.н. гена салицилат�1�гидроксилазы, локали�
зованного на трех SAL/CAP�плазмидах – pScp1,
pScp2, pBS270, и депонирована в GenBank под
номером JQ926744. Оказалось, что внутренние
части гена scpA у всех плазмид абсолютно иден�
тичны. Идентичной была и рестрикционная кар�
тина амплифицированных фрагментов всех
SAL/CAP�плазмид, обработанных эндонукле�
азой RsaI. Интересно, что все проанализирован�
ные плазмиды выделены в разное время из мик�
рофлоры образцов почв, взятых из удаленных
друг от друга участков, а pBS270 и вовсе “почет�

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР, полу�
ченных с праймерами, специфичными к гену scpA.
М – маркер, 50 bp DNA ladder (“Fermentas”, Литва), 1
– pNO2 (отрицательный контроль, содержит ген
nahG), 2 – pS3 (отрицательный контроль, содержит
ген nahU), 3 – pScp1, 4 – pScp2, 5 – pBS270, 6 – pS6f,
7 – pEx4, 8 – pNP6, 9 – pNP7. 
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ный член” первой в мире группы CAP�плазмид,
выделенных сотрудниками нашей лаборатории
более 20 лет назад из почв, загрязненных отхода�
ми предприятий по производству капролактама,
расположенных в Кемерово и на других террито�
риях СССР. Таким образом, ген scpA, по крайней
мере его внутренняя часть, выглядит консерва�
тивным у целой группы SAL/CAP�плазмид, неза�
висимо от места и времени выделения этих вне�
хромосомных элементов. 

При сравнении нуклеотидной последователь�
ности внутренней части scpA и других генов сали�
цилатгидроксилаз в программе BLAST N получи�
ли следующие результаты: scpA идентичен salA
(P. reinekei MT1) на 73%, nahU (pND6�1) – на 72%
и “классическому” nahG (NAH7) – на 74%. Вы�
численная аминокислотная последовательность
фрагмента ScpA не более чем на 77% идентична
соответствующему фрагменту известных салици�
латгидроксилаз. Дендрограмма, иллюстрирую�
щая эволюционное родство нуклеотидной после�
довательности scpA плазмид pScp1, pScp2, pBS270
и известных генов салицилатгидроксилаз других
штаммов и плазмид, показана на рис. 2. Ген scpA
формирует отдельную ветвь в группе генов сали�
цилат�1�гидроксилаз, примерно одинаково уда�
ленную от ветвей nahG, salA и nahU.

Активность салицилатгидроксилазы ScpA, 
кодируемой SAL/CAP�плазмидами

Важной характеристикой фермента служит его
активность по отношению к различным субстра�
там, а также потребность в индукции экспрессии
его гена. Известно, что салицилат активирует
транскрипцию nah�оперонов [29], в состав кото�
рых входит ген “классической” салицилат�1�гид�
роксилазы NahG. Добавление в культуральную
среду небольших количеств салицилата в середи�

не экспоненциальной фазы роста NAH/SAL�де�
структоров способствует накоплению значитель�
ных количеств NahG, что необходимо для изме�
рения удельной активности этого фермента.

Для определения удельной активности сали�
цилат�1�гидроксилазы ScpA были выбраны
штаммы P. putida KT2442 (pScp1) и KT2442
(pBS270). В качестве субстратов использовали са�
лицилат, 3�, 4� и 5�хлорсалицилаты и 3�, 4� и 5�
метилсалицилаты. Результаты измерений пред�
ставлены в табл. 2. Установлено, что активность
ScpA в отношении замещенных салицилатов за�
висит от типа и положения заместителя. Макси�
мальную активность фермент проявлял к салици�
латам с заместителем в положении 4, несколько
меньшую – к 5�замещенным и минимальную – к
3�замещенным производным. В целом, актив�

0.1
nahG Pseudomonas aeruginosa CGMCC 1.860 (безымянная плазмида). GQ396161.1

nahG Pseudomonas fluorescens A88. AY433938.1

nahG Pseudomonas sp. G7 (NAH7). AB237655.1

scpA (pScp1, pScp2, pBS270). JQ926744

salA Pseudomonas reinekei MT1. AY944685.2

nahU Pseudomonas sp. ND6 (pND6�1). AY208917.2

sgpG Pseudomonas putida AK5 AK5 (pAK5). FJ859895.1

nahW Pseudomonas stutzeri AN10. AF039534.1

nagG Ralstonia sp. U2 (pWWU2). AF036940.2
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Рис. 2. Дендрограмма, иллюстрирующая эволюционное родство между нуклеотидными последовательностями гена
салицилат�1�гидроксилазы scpA плазмид pScp1, pScp2, pBS270 и генов других штаммов и плазмид. График построен в
программе TREECON [19]. После точек указаны номера депонированных в GenBank нуклеотидных последовательно�
стей. Темным фоном выделена группа гомологичных салицилат�1�гидроксилаз.

Таблица 2. Удельная активность салицилат�1�гидрок�
силазы ScpA штамма P. putida KT2442, содержащего
плазмиду pScp1 или pBS270

Субстрат

Удельная активность
ScpA, нмоль/(мин мг) белка* 

pScp1 pBS270

Салицилат (без индукции) 142  177 

Салицилат 128 (100) 151 (100)

3�хлорсалицилат 40 (31) 81 (54)

4�хлорсалицилат 96 (75) 118 (78)

5�хлорсалицилат 62 (48) 88 (58)

3�метилсалицилат 70 (55) 83 (55)

4�метилсалицилат 165 (128) 214 (142)

5�метилсалицилат 117 (91) 135 (90)

* Значения получены при использовании экстрактов индуциро�
ванных салицилатом клеток. В скобках указан процент от удель�
ной активности по отношению к салицилату при индукции.
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ность фермента была ниже по отношению к хлор�
салицилатам, чем к метилсалицилатам. 

Удельную активность салицилатгидроксилаз
NahU и NahG штамма�деструктора нафталина
Pseudomonas sp. ND6 (pND6�1) измеряли с ис�
пользованием в качестве субстрата 3� и 5�метил�
салицилатов, 5�хлорсалицилата, 3�, 5�динитроса�
лицилатов, сульфосалицилата и аспирина [6].
Фермент NahG проявлял более высокую актив�
ность по отношению к 3� и 5�метил�, 5�хлорсали�
цилату, чем к незамещенному салицилату (актив�
ность по отношению к которому принимают за
100%): 128, 123, 115%; в то время как в случае
NahU значения были гораздо скромнее: 45, 80 и
22% соответственно. 

В штамме P. stutzeri AN10 идентифицированы
два гена, nahG и nahW, которые кодируют две не�
гомологичные салицилатгидроксилазы. Оказа�
лось, что NahG и NahW более активны по отно�
шению к 4�метилсалицилату (224 и 175% от ак�
тивности на салицилате соответственно), чем к
другим замещенным производным [30]. 

Салицилатгидроксилаза SalA штамма
P. reinekei MT1, способного утилизировать 4� и
5�хлорсалицилаты, также обладала широкой суб�
стратной специфичностью по отношению к раз�
личным монозамещенным салицилатам: 4� и 5�ме�
тилсалицилаты трансформировались с большей
скоростью, чем салицилат, в отличие от 4� и 5�хлор�
салицилатов, которые утилизировались менее эф�
фективно [27]. 

Профиль удельных активностей фермента
ScpA, кодируемого SAL/CAP�плазмидами, в боль�
шей степени сходен с профилем NahU. К сожале�
нию, сравнивать абсолютные значения удельных
активностей ферментов из разных штаммов не
представляется возможным, так как на результат
влияют даже небольшие различия в фазе роста
культур бактерий. Предполагается, что синтез са�
лицилат�1�гидроксилазы ScpA не требует индук�
ции, поскольку удельные активности ScpA в клет�
ках KT2442 (pScp1) и KT2442 (pBS270), выращен�
ных на сукцинате как с индукцией, так и без
индукции салицилатом (табл. 2), были сопоста�
вимыми. 

Так как продуктом реакции, катализируемой
салицилат�1�гидроксилазами, является катехол,
измеряли удельные активности и катехол�1,2�ди�
оксигеназы, и катехол�2,3�диоксигеназы штамма
P. putida KT2442, несущего плазмиды pScp1 или
pBS270. Удельная активность катехол�2,3�диок�
сигеназы не определялась, что подтверждает пра�
вильность полученных нами отрицательных ре�
зультатов амплификации гена nahH. Удельная ак�
тивность катехол�1,2�диоксигеназы штамма
P. putida KT2442, содержащего плазмиды pScp1 или
pBS270, была высокой – 553 нмоль/(мин мг) белка
и 187 нмоль/(мин мг) белка соответственно. Для

всех SAL/CAP�плазмид получен ПЦР�продукт рас�
пространенного варианта гена катехол�1,2�диокси�
геназы (catA). Однако в препаратах плазмид, выде�
ляемых из псевдомонад, всегда присутствует при�
месь хромосомной ДНК хозяина, а хромосома
KT2442 содержит два гена катехол�1,2�диоксигена�
зы, один из которых – catA. ПЦР с геномной ДНК
природного хозяина плазмиды pS6f – штамма
P. fluorescens S6f (pS6f), не выявила генов nahH
(катехол�2,3�диоксигеназа) и catA (катехол�1,2�
диоксигеназа). Из этого следует, что в состав хро�
мосомы штамма S6f или плазмиды pS6f входит
ген катехолдиоксигеназы, негомологичный catA и
nahH, поэтому существует вероятность, что
трансформация катехола в штаммах KT2442, со�
держащих SAL/CAP�плазмиды, контролируется
не только хромосомными генами. 

Подводя итоги нашей работы, можно отметить
следующее. Выделенные методом экзогенной
изоляции SAL�плазмиды pS1, pS2 и pS3 не несут
гены “классического” nah2�оперона, но содержат
ген салицилат�1�гидроксилазы nahU типа pND6�1.
Впервые установлено, что способность к биоде�
градации как капролактама, так и салицилата у
штаммов�деструкторов этих соединений из лабо�
раторной коллекции и новых почвенных образ�
цов определяется крупными конъюгативными
плазмидами, часть из которых относится к Р�7�
группе несовместимости. В SAL/CAP�плазмидах
обнаружен и частично секвенирован новый ген
салицилат�1�гидроксилазы – scpA, идентичный
известным последовательностям не более чем на
72–74%. Синтез ScpA не индуцируется салицила�
том, фермент имеет широкую субстратную спе�
цифичность и наибольшую удельную активность
проявляет по отношению к 4�метилсалицилату и
незамещенному салицилату. Окисление катехола
штаммами KT2442 (pScp1) и KT2442 (pBS270)
происходит по орто8пути, что нечасто встречает�
ся у плазмидосодержащих деструкторов салици�
лата.

Работа выполнена в рамках проекта Мини�
стерства образования и науки РФ (РНП
2.1.1/10938) и при поддержке грантов МНТЦ
(4033) и Российского фонда фундаментальных
исследований (11�04�97562 р_центр_а). 
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