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Аннотация. В работе проанализирована экспериментальная эволюция трансгенных 
микроорганизмов (ГМО) в условиях ограничения их роста по энергетическим субстратам. Эти 
условия характерны для развития ГМО в природе. Наиболее адекватной экологической моделью 
природных условий является непрерывное культивирование в хемостате. Показано, что стоимость 
поддержания ГМО резко возрастает при низких скоростях размножения трансгенных бактерий. Это 
связано с повышением эффективности экспрессии клонированных генов при ограничении роста 
ГМО. В экспериментах обнаружено возрастание эффективности экспрессии генов 
биолюминесценции морских светящихся бактерий Photobacterium leiognathi, клонированных в 
Escherichia coli Z905, при низких скоростях размножения при непрерывном культивировании. 
Ключевые слова: трансгенные микроорганизмы, экспериментальная эволюция, стоимость 
приспособленности, математическое моделирование, непрерывное культивирование. 

 
ВВЕДЕНИЕ 

 
Причины широкого распространения трансгенных микроорганизмов в природных экосистемах не совсем 

понятны [1-3]. Экспериментальные исследования указывают на то, что трансгенные плазмидсодержащие 
микроорганизмов имеют, как правило, меньшую удельную скорость роста, чем их бесплазмидные варианты [3,4]. 
Это может быть прямое влияние экспрессии плазмидных генов на жизнеспособность плазмидсодержащих клеток 
или же расходование клеточных ресурсов на поддержание плазмид. Почему трансгенные микроорганизмы 
теряют плазмиды при культивировании и не теряют их в природе, остается загадкой (плазмидный парадокс) [1-
4]. В настоящей работе предложена математическая модель влияния различной эффективности экспрессии 
клонированных генов на селективное преимущество трансгенных бактерий. Анализ математической модели 
позволяет оценить популяционную «стоимость» поддержания плазмид трансгенных микроорганизмов при 
периодическом культивировании и при лимитировании роста в хемостате. Стоимость плазмид, содержащих 
активно фунционирующие клонированные гены, определяет вероятность распространения генетически 
модифицированных организмов в природных экосистемах. 

Математическая модель. Эффективность экспрессии клонированных генов в клетке, как и сама удельная 
скорость роста популяции бактерий, определяется уровнем активности метаболических систем [3]. Ответ на этот 
вопрос непосредственно связан с локализацией “узкого места” метаболизма клеток, которое для клеток 
различных микроорганизмов в природных условиях известно далеко не всегда. Для трансгенных бактерий E. coli 
при лимитировании роста источником углерода и энергии в хемостате, можно полагать, что “узкое место” 
метаболизма определяется потребностью клеток в энергии [5,6].  

Пусть в клетках трансгенных плазмидсодержащих бактерий E. coli находится i копий плазмиды и, 
следовательно, i копий клонированного гена. Вероятность присоединения RNA-полимеразы к промотору 
клонированного гена на определенной плазмиде пропорциональна внутриклеточной концентрации регулятора А 
(комплекс cAMP-CAP), связанного с промотором, или iAp ~ . Полагая, что после присоединения RNA-
полимеразы к промотору происходит образование полноценного транскрипта клонированного гена, находим, что 
эффективность экспрессии пропорциональна вероятности считывания p, что в общем случае описывается 
зависимостью Михаэлиса-Ментен: 
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Тогда уровень экспрессии клетки с i копиями плазмиды находится из выражения: 
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Концентрация регулятора А (комплекс cAMP-CAP) зависит от концентрации ATP в клетках бактерий. 

Поскольку концентрации cAMP и ATP в клетках бактерий связаны:  
 

][][][ NPPcAMPATP +→ ,    (3) 
 

концентрация cAMP зависит от концентрации энергетического субстрата в клетках следующим образом: 
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где mA  ‒ константа, связанная со стехиометрией процесса (3), и n ‒ число связывающих центров 
аденилатциклазы. 

Отсюда следует, что эффективность экспрессии генов, клонированных под контролем lac-промотора, 
является функцией концентрации энергетического субстрата и количества плазмид в клетках бактерий: 
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SKS=σ  ‒ безразмерная концентрация субстрата, imεε =max  ‒ уровень экспрессии 

клонированных генов. 
Влияние экспрессии клонированных генов увеличивает траты на поддержание, трансгенных бактерий [6]: 
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Подставляя явный вид экспрессии клонированных генов (5) в выражение (6) получаем зависимость 

удельной скорости роста популяции трансгенных бактерий от количества копий плазмиды i и концентрации 
субстрата в среде σ (рис. 1): 

 

( ) ( )
( )( )n

n

ασσ
βσβασµσµ

++
−−+

=
+

11
11

max
,      (7) 

 
где maxmax µεβ = , SKS=σ , ‒ концентрация субстрата в среде в единицах KS. 

Таким образом, для трансгенных бактерий, содержащих клонированные гены в составе плазмид, 
существуют критические концентрации субстрата σкр, отличные от нуля, при которых рост бактерий 
прекращается и селективное преимущество бесплазмидных клеток σ0 максимально. Для простейшего случая 

1=n  эта концентрация субстрата находится из выражения:  
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Расчеты по формуле (7) показывают, что даже при постоянных тратах на поддержание клонированных генов 

селективное преимущество бесплазмидных клеток возрастает при низких скоростях размножения трансгенных 
бактерий (рис. 1). 
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Рисунок 1. Теоретическая зависимость удельной скорости роста популяции трансгенных бактерий Escherichia 
coli Z 905 pPHL-7 (Apr Lux+) µ от концентрации энергетического субстрата (рассчитано по формуле (7)). 3=n
, 1max =µ . Непрерывная кривая - 10=α  и 0=β  (бесплазмидный вариант бактерий), штрихованная ‒ 2=α  и 

20=β  (плазмидсодержащие трансгенные бактерии) 
 

ЭКСПЕРИМЕНТЫ В НЕПРЕРЫВНОЙ КУЛЬТУРЕ 
 
В наших экспериментах проводилось изучение экспериментальной эволюции трансгенных бактерий 

Escherichia coli Z905, содержащих клонированные гены биолюминесценции морских фотобактерий 
Photobacterium leiognathi, при длительном непрерывном культивировании бактерий в хемостате (рис. 2). 
Скорость размножения клеток популяции бактерий зависит от типа источника углерода и энергии (глюкоза, 
глицерин) и температуры среды. Удельная скорость разбавления среды в хемостате поддерживалась постоянной 
D=0,22 час‒1, температура среды Т=30º С. Плотность популяции трансгенных бактерий на протяжении всего 
эксперимента составляла Х=0,33 ± 0,03 г/л по сухому весу. Гены биолюминесценции были клонированы на 
плазмиде pPHL-7 (Apr, Lux+) с помощью вектора pUC-18 под контролем lac-промотора [10]. Интенсивность 
биолюминесценции трансгенных бактерий прямо пропорциональна концентрации люциферазы в клетках [10-12] 
и, таким образом, непосредственно характеризует уровень экспрессии клонированных генов.  

Результаты экспериментов при непрерывном культивировании Escherichia coli Z 905 (pPHL-7), (Apr, Lux
+
) 

при различных температурах среды представлены на рис. 3. При снижении температуры культивирования с 37ºС 
до 15ºС уменьшается удельная скорость роста популяции, но при этом уровень удельного свечения клеток 
возрастает и достигает максимального значения при 15ºС. Известно, что оптимальная температура роста для 
клеток бактерий E. coli составляет 37ºС [5-8], в то же время, для морских фотобактерий P. leiognathi, из которых 
получены клонированные гены биолюминесценции, оптимальные температуры роста и свечения совпадают 26ºС 
[10-12]. Возрастание экспрессии клонированных генов биолюминесценции при низких скоростях размножения 
у трансгенных бактерий Escherichia coli Z 905 (pPHL-7), (Apr, Lux

+
) при низких температурах среды приводит к 

повышению популяционной стоимости плазмид («cost of plasmid», рис. 1, 3, 4). 
 

 
 

Рисунок 2. Экспериментальная эволюция популяции трансгенных бактерий Escherichia coli Z 905 pPHL-7 (Apr 
Lux+) при длительном непрерывном культивировании в хемостате с лимитированием роста бактерий по 
глицерину в селективных условиях (50 мкг/мл ампициллина Ap в среде). Обозначения: n+ ‒ доля 
плазмидсодержащих клеток в популяции, выражающих фенотип (Apr, Lux+); L‒ ‒ доля плазмидсодержащих 
клеток в популяции, выражающих фенотип (Apr, Lux‒); I ‒ удельная интенсивность биолюминесценции 
трансгенных бактерий, мкА/ед. опт. пл.; 48 генераций ‒ момент времени, когда была отключена подача 
ампициллина в среду для культивирования 
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Рисунок 3. Зависимость удельной скорости роста популяции и удельной интенсивности биолюминесценции 
трансгенных бактерий Escherichia coli Z 905 pPHL-7 (Apr, Lux+) от температуры среды с глицерином. 
Обозначения: □ ‒ удельная скорость роста популяции, час‒1; ◊ ‒ удельная интенсивность биолюминесценции, 
мкА/ед. опт. пл. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ 

 
Хорошо известно, что непрерывное культивирование микроорганизмов в хемостате является наиболее 

адекватной моделью природных условий с лимитированием роста недостатком субстратов, прежде всего, 
энергетических. Однако существует ряд экспериментальных данных, которые не учитываются в математической 
модели хемостата [5-8]. Выше предложена математическая модель, описывающая влияние экспрессии 
клонированных на плазмидах генов на селективное преимущество бесплазмидных клеток при низких скоростях 
размножения бактерий (рис. 1). Таким образом, показано. что селективное преимущество бесплазмидных 
бактерий должно возрастать при низких скоростях размножения бактерий (формула (7), рис. 1).  

С другой стороны, эффективность экспрессии клонированных генов у трансгенных бактерий Escherichia coli 
Z 905 (pPHL-7), (Apr, Lux

+
) снижается при длительном культивировании в хемостате в процессе 

экспериментальной эволюции (рис. 2). Таким образом, в процессе приспособления к условиям окружающей 
среды селективное преимущество бесплазмидных бактерий, или «стоимость» поддержания плазмид в клетках 
бактерий, снижается, что приводит к выживанию и сохранению трансгенных бактерий в природных условиях 
(так называемый «плазмидный парадокс» [1-4,15,16]).  

 
Рисунок 4. Снижение эффективности экспрессии клонированных генов биолюминесценции при оптимальной 
удельной скорости роста популяции трансгенных бактерий Escherichia coli Z 905 pPHL-7 (Apr, Lux+) при 
непрерывном культивировании на среде с глицерином как источником углерода и энергии. Обозначения: 
непрерывная линия ‒ теоретическая кривая, рассчитанная по формуле (5) 
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В наших экспериментах было показано, что эффективность экспрессии клонированных генов 
биолюминесценции морских фотобактерий в Е. coli Z 905 (Apr, Lux+) зависит не только от типа источника 
углерода и энергии, но и от температуры культивирования, задающей определенное физиологическое состояние 
клетки (рис. 3, 4). При низких температурах культивирования (15-20º С), далеких как от оптимальных для 
люминесцентной системы морских фотобактерий P. leiognathi (26º С), так и для роста E. coli (37º С), обнаружено 
возрастание эффективности экспрессии клонированных генов биолюминесценции фотобактерий (рис. 3). 
Причем, чем меньше удельная скорость роста популяции, тем выше уровень экспрессии клонированных на 
плазмидах генов биолюминесценции. Таким образом, интенсивность экспрессии генов биолюминесценции 
отличается от аналогичной у исходных природных клеток-хозяев (морских светящихся бактерий P. leiognathi), и 
у новых трансгенных бактерий Е. coli Z 905 (Apr, Lux+), которые получили их. Повышение эффективности 
экспрессии клонированных генов может привести к резкому возрастанию селективного преимущества 
бесплазмидных вариантов при низких скоростях роста трансгенных бактерий [2,3], что необходимо учитывать 
при использовании трансгенных бактерий, например, в процессах биоремедиации (биоаугментации). 

Селективное преимущество бесплазмидных клеток по сравнению с плазмидсодержашими трансгенными 
бактериями («давление отбора», [8]) оценивается по разнице скоростей размножения трансгенной и 
бесплазмидной популяций [8,13] (рис. 1). Часто используемый близкий по смыслу параметр «стоимость 
приспособленности» («fitness cost») отличается от общепринятого определения селективного преимущества 
[1,2,4,15,16]. Стоимость приспособленности («fitness cost») определяется по динамике численностей этих 
популяций в конкурентных экспериментах при последовательных пересевах («transfer experiments») в смешанной 
культуре плазмидных и бесплазмидных клеток бактерий. Очевидно, что влияние экспрессии клонированных 
генов на скорость размножения бактерий необходимо учитывать в процессе оценки популяционной «стоимости» 
и динамики приспособленности трансгенных бактерий к условиям среды. 
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Abstract. The paper analyzes the experimental evolution of transgenic microorganisms (GMOs) under 
conditions of limiting their growth by energy substrates. These conditions are typical for the development 
of GMOs in nature. The most adequate ecological model of natural conditions is a continuous cultivation 
in the chemostat. It has been shown that the cost of maintaining GMOs sharply increases at low rates of 
reproduction of transgenic bacteria. This is due to an increase in the efficiency of expression of cloned 
genes while limiting the growth of GMOs. Experiments revealed an increase in the efficiency of 
expression of bioluminescence genes of marine luminescent bacteria Photobacterium leiognathi, cloned 
in Escherichia coli Z905, at low growth rates during continuous cultivation. 
Key words: transgenic microorganisms, experimental evolution, fitness cost, mathematical modeling, 
continuous culture. 

 
 


