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Промоторно-операторная область гена hlyII Bacillus cereus включает удлиненный операторный 
участок с зеркальной симметрией, узнаваемый основным специфическим транскрипционным 
регулятором HlyIIR. Кроме того, в районе оператора гена hlyII располагаются участки, узнава-
емые глобальными транскрипционными регуляторами Fur, OhrR и ResD. Последний является 
транскрипционным регулятором редокс-чувствительной системы сигнальной трансдукции Res-
DE. Обнаружены штаммы Bacillus cereus sensu lato с нарушением в проксимальной части района, 
узнаваемого HlyIIR, и в участке, узнаваемом белком ResD. Продемонстрирована существенная 
роль этих районов для экспрессии гена hlyII. Выявлены природные штаммы Bacillus cereus с де-
леционными нарушениями в проксимальной части оператора гена hlyII, узнаваемого HlyIIR, со 
значительно сниженным уровнем экспрессии гена hlyII. Нарушения в районе оператора, узна-
ваемого HlyIIR, снижают экспрессию гена hlyII в несколько десятков раз. Наличие интактного 
участка узнавания для ResD снижает экспрессию этого гена в несколько раз. Результаты данного 
исследования позволяют определить роль структурной вариабельности промоторно-оператор-
ной области гена hlyII Bacillus cereus в его транскрипционной активности.
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транскрипции. 
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Патогенные бактерии синтезируют различные 
соединения участвующие в инфекционном про-
цессе. Существенную роль в патогенезе играют по-
рообразующие белки, которые нарушают целост-
ность мембран эукариотических клеток, формируя 
в них поры, и позволяют бактериальным клеткам 
использовать различные клеточные питательные 
вещества. Эти токсины обеспечивают проник-
новение бактерий в организм хозяина вследствие 
преодоления его защитных систем, приводят к ли-
зису клеток макроорганизмов и играют существен-
ную роль в развитии инфекционных заболеваний, 
вызываемых бактериями. Представители Bacillus 
cereus sensu lato, синтезирующие различные поро-
образующие токсины, могут вызывать пищевые 
отравления с диарейным и эметическим синдро-
мами, а также заболевания глаз, нервной системы, 

маститы, сепсис, пневмонию, эндокардит, менин-
гит, энцефалит и другие болезни у человека [1]. 

Этот микроорганизм способен образовывать 
споры и формировать биопленки и является одним 
из основных бактериальных загрязнителей продук-
тов питания, лекарственных и косметических пре-
паратов, производимых промышленностью [2, 3]. 
Большинство людей с инфекциями, связанными 
с Bacillus cereus, выздоравливают без какого-либо 
специального лечения. Однако описаны случаи 
выявления инвазивных заболеваний у пациентов с 
ослабленным иммунитетом [4]. Вacillus cereus спо-
собен противодействовать иммунной системе хо-
зяина и существовать внутри своего хозяина. По-
казано, что Вacillus cereus индуцирует гибель ма-
крофагов [5]. 
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Один из цитолитических порообразующих ток-
синов Bacillus cereus sensu lato – гемолизин II (HlyII) –  
часто встречается в различных штаммах этой группы 
бактерий [6]. Гемолизин II участвует в патогенезе и 
способен убивать макроорганизмы, такие как даф-
нии, харовые водоросли [7, 8]. Патогенные штам-
мы Bacillus cereus обладают геном гемолизина II,  
тогда как в непатогенных штаммах этого гена не 
было обнаружено [9]. Таким образом, гемолизин II 
является одним из основных факторов патогенно-
сти в развитии заболеваний, вызываемых Bacillus 
cereus sensu lato.

Операторный район гена hlyII содержит участок 
в размере 44 пн с практически полной зеркальной 
симметрией, узнаваемый транскрипционным регу-
лятором HlyIIR [10]. Ген регулятора hlyIIR распо-
ложен на расстоянии около 300 пн, непосредствен-
но за геном hlyII [11]. HlyIIR входит в семейство 
транскрипционных регуляторов TetR/AcrR [12]. 
Белок HlyIIR находится в водном растворе в виде 
димера, и два димера HlyIIR независимо связыва-
ются с инвертированными повторами операторной 
области гена гемолизина II [10]. Среди обширной 
коллекции штаммов Bacillus cereus sensu lato обна-
ружены штаммы с нарушением целостности опера-
тора, узнаваемого HlyIIR, в его проксимальной ча-
сти. Эти штаммы синтезируют HlyII в десятки раз 
меньше, следовательно, проксимальная часть опе-
ратора, узнаваемая HlyIIR, является существенной 
для экспрессии гена hlyII. 

В настоящей работе мы исследовали штамм Ba-
cillus cereus B370 с делецией 28 пн в проксимальной 
части оператора HlyIIR. Эффективность экспрес-
сии гена hlyII в данном штамме снижалась в десят-
ки раз. Изменения структуры операторной области 
приводят к значительному снижению экспрессии 
гена гемолизина II. Выяснение причин резкого 
снижения транскрипционной активности при на-
рушении структуры оператора будет определено в 
ближайшее время. К настоящему моменту можно 
лишь заключить, что выявление структурных из-
менений в операторной области гена hlyII, суще-
ственных для экспрессии этого токсина, чрезвы-
чайно важно для понимания основ и протекания 
инфекционного процесса. 

В операторном районе гена гемолизина II об-
наруживаются участки, узнаваемые глобальны-
ми транскрипционными регуляторами Fur, OhrR 
и ResDE. Данные белки вовлечены в регуляцию 
продукции нескольких факторов патогенности 
многих микроорганизмов [12–15]. Для ряда болез-
нетворных микробов показано, что экспрессия ге-
нов, ответственных за патогенность, регулируется 
небольшими молекулами, свободно проникающи-
ми внутрь клетки. Так, присутствие железа в среде 
обитания приводит к блокировке экспрессии фак-
торов патогенности, а снижение концентрации 

свободных ионов железа обеспечивает их эффек-
тивный синтез [13, 16]. 

При анализе последовательности промоторов 
hlyII Bacillus cereus sensu lato в базе данных бакте-
риальных геномов (NCBI) идентифицированы 
последовательности, аналогичные каноническому 
сайту связывания Fur Bacillus subtilis (BS). Мини-
мальным участком узнавания Fur является 7-1-7 
гептамерный мотив. Два таких мотива с перекры-
тием образуют канонический сайт связывания Fur, 
состоящий из 19 пн [17]. Мы обнаружили, что во 
всех проанализированных последовательностях 
оператор Fur состоит только из одного гептамерно-
го мотива и перекрывает точку инициации транс-
крипции hlyII. Роль регулятора Fur в репрессии 
экспрессии гена hlyII нами ранее детально описа-
на [18].

Кроме влияния небольших молекул, изменение 
рН или окислительно-восстановительных условий 
культивирования микроорганизма также являют-
ся существенными для экспрессии генов, кодиру-
ющих токсины. В частности, условия культивиро-
вания влияют на участие в регуляции экспрессии 
генов чувствительной к окислительно-восстанови-
тельному потенциалу среды, отвечающей за регу-
ляцию генов аэробного и анаэробного метаболиз-
ма у многих бактерий, в том числе у бактерий рода 
Bacillus [19]. 

В ряде штаммов Bacillus cereus sensu lato в опера-
торном районе было обнаружено как наличие, так 
и отсутствие участка узнавания для ResD – одного 
из участников двухкомпонентной системы сигналь-
ной трансдукции ResDResE. Двухкомпонентная 
система состоит из связанной с мембраной сенсор-
ной гистидинкиназы ResE и цитоплазматического 
транскрипционного регулятора ответа ResD [19]. 
Кроме репрессии ResD может участвовать в акти-
вации транскрипции через связь с РНК-полимера-
зой в проксимальном и дистальном сайтах промо-
тора, представляя уникальную конфигурацию для 
активации транскрипции [20, 21].

Свойства данной двухкомпонентной системы 
хорошо изучены у непатогенной Bacillus subtilis, 
однако известно лишь несколько работ по изуче-
нию роли ResDE в регуляции продукции токсинов 
Bacillus cereus [19, 22–24]. Обнаружение данными 
авторами штаммов, лишенных участка связывания 
с белком ResD, позволило исследовать роль двух-
компонентной системы сигнальной трансдукции 
ResDResE на транскрипционную активность про-
мотора гена hlyII. 

В настоящей работе мы сконструировали ре-
комбинантную плазмиду, где промоторно-опе-
раторная область гена hlyII – из штамма Bacillus 
cereus B370 (в которой обнаружена делеция части 
оператора для HlyIIR), но содержащая интактную 
последовательность сайта узнавания ResD, слита 
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со структурной частью гена бета галактозидазы 
Escherichia сoli. Это позволило нам оценить вклад 
этих элементов промоторно-операторной области 
в эффективность транскрипции гена hlyII. В ка-
честве контрольного (альтернативного) варианта 
нами была получена подобная конструкция с пол-
норазмерным оператором для HlyIIR в отсутствии 
сайта узнавания для ResD.

Для доказательства участия ResDE в экспрес-
сии гена hlyII мы использовали сконструирован-
ный нами штамм Bacillus subtillis BD170 с нокаутом 
по гену resD. Bacillus subtilis считается перспектив-
ной микробной системой в биоинженерии из-за 
ее высокой стрессоустойчивости, нетоксичности, 
низкого предпочтения кодонов и быстрого роста. 
Кроме того, сравнительный анализ последователь-
ностей белков ResD Bacillus cereus и Bacillus subtillis  
с помощью программы ClustalΩ [25] продемонстри-
ровал значительное сходство этих белков [23, 26]  
(рис. 1, а). В аминокислотных последовательно-
стях присутствует 78% идентичных оснований. 
Сайты узнавания ResDE в геномах обеих бактерий 
также практически идентичны (рис. 1, б) [21, 22]. 

Эти данные позволяют предположить, что функ-
циональная активность белков ResD и  ResE будет 
подобной [26]. 

Все вышесказанное позволило использовать  
в настоящей работе мутантную форму Bacillus subtillis 
BD170 в качестве хозяина в экспериментах по срав-
нению эффективности транскрипции гена hlyII.  
В табл. 1 приведены уровни экспрессии бета-галак-
тозидазы E. coli при использовании разных алле-
лей с полноразмерной промоторно-операторной 
областью HlyII (его делеционным вариантом), со-
держащей и не содержащей сайт узнавания ResDE, 
слитых со структурной частью гена бета-галактози-
дазы в аэробных условиях культивирования. 

Нами не выявлено влияние (в анаэробных ус-
ловиях) наличия или отсутствия сайта узнаваемого 
ResD  на транскрипцию гена hlyII. Результаты экс-
периментов однозначно указывают на существен-
ное значение наличия участка, узнаваемого ResD  
в структуре промоторно-операторной области гена 
hlyII, а также на ключевую роль двухкомпонент-
ной системы сигнальной трансдукции ResDResE 

Bacillus subtilis 168
Bacillus cereus B-771
Bacillus cereus B-370

V Y D R E K L L K E V W Q Y E F F G D L R T V D T H V K R L R E K L N K V S P E A A K K I V T V W G V G Y K F E V G A E  2 4 0
V F D R E Q L L K E V W Q Y E F F G D L R T V D T H V K R L R E K L S K K S P D A A K M I V T V W G V G Y K F E V V N D  2 3 8
V F D R E Q L L K E V W Q Y E F F G D L R T V D T H V K R L R E K L S K K S P D A A K M I V T V W G V G Y K F E V V N D 2 3 8

* : * * * : * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * . * * * : * * * ** * * * * * * * * * * * :

L R R A S Q T S Y F N A N T P T K N V L V F S H L S I D H D A H R V T A D G T E V S L T P K E Y E L L Y F L A K T P D K  1 8 0
 

  
L R R S V P T T F F T Q D T T T K D V T V F P H L T I D N D A H R V T A D G N E V N L T P K E Y E L L L F L A K A P D K    1 7 8

 L R R A V P T T F F T Q D T T T K D V T V F P H L T I D N D A H R V T A D G N E V N L T P K E Y E L L L F L A K A P D K  1 7 8

* * * :  * :  : .*  : * * * : * * * * * :* * : * * * * * * * * * . * * . * * * * * * * * * * * * * : * * *

Bacillus subtilis 168
Bacillus cereus B-771
Bacillus cereus B-370

P G T D G I E V C R Q I R E K K A T P I I M L T A K G E E A N R V Q G F E A G T D D Y I V K P F S P R E V V L R V K A L  1 2 0
P G K D G I E V C K G V R E K K A T P I I M L T A K G E E V N R V Q G F E V G T D D Y I V K P F S P R E V V L R V K A V  1 1 8
P G K D G I E V C K G V R E K K A T P I I M L T A K G E E V N R V Q G F E V G T D D Y I V K P F S P R E V V L R V K A V  1 1 8

* *  . * * * * * *  :  :  * * * * * * * * * * * * * * * * * .  * * * * * ** .  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * :

Bacillus subtilis 168
Bacillus cereus B-771
Bacillus cereus B-370

M D Q T N E T K I L V V D D E A R I R R L L R M Y L E R E N Y A I D E A E N G D E A I A K G L E A N Y D L I L L D L M M 6 0
- - M E N E S R I L I V D D E D R I R R L L K M Y L E R E Q Y T I E E A D N G D T A L E M A L Q N D Y D L I L L D L M M   5 8
- - M E N E S R I L I V D D E D R I R R L L K M Y L E R E Q Y T I E E A D N G D T A L E M A L Q N D Y D L I L L D L M M   5 8

 : . :::: * **************: **: *:::: *********************

Bacillus subtilis 168
Bacillus cereus B-771
Bacillus cereus B-370

B-370 PRD+

B-771 PRD-

HlyIIR

HlyIIR

Fur

Fur OhrR

OhrR

ResD Bacillus Subtilis
TTTGTGAAT

ResD PRD+

ResD PRD-

ATTGAGAGC ATG

ATG

-196-228-244 -93-111 -54-62

-54-62-93-111-161-175-201-244

-161-175

TTTGCGAAC

б

а

Рис. 1. Сравнение аминокислотных последовательностей ResD и сайтов связывания Bacillus subtilis и Bacillus cereus. 
а – результат выравнивания аминокислотных последовательностей ResD с помощью программы ClustalΩ. б – срав-
нение промоторно-операторных областей hlyII в штаммах Bacillus cereus B-771 с нарушением оператора ResD и 
B-370 с делецией участка оператора HlyIIR с –196 по –228 нуклеотид.
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в иерархии регуляторных сигналов, отвечающих 
за выбор пути синтеза гемолизина II Bacillus cereus 
sensu lato. 

Заметное снижение транскрипционной актив-
ности промоторно-операторной области гена hlyII 
с делецией с –196 по –228 от стартового кодона, 
возможно, связано с нарушением участка, ответ-
ственного за взаимодействие с РНК-полимеразой 
[11], или нарушением UP-элемента этой области, 
который обеспечивает как удаленное связыва-
ние, так и взаимодействие между регуляторами 
РНК-полимеразой [27]. 

Таким образом, можно сделать вывод, что ис-
следование регуляции бактериальных генов поро-
образующих токсинов позволит определить воз-
можность выбора условий, при которых подавля-
ется экспрессия этих генов, что может привести к 
снижению патогенности микроорганизма. Анализ 
промоторно-операторных районов генов, участву-
ющих в патогенезе, позволит выявить критические 
точки в этих районах, обеспечивающие степень 
экспрессии патогенных генов. Наличие или отсут-
ствие участка, узнаваемого ResDE в составе опера-
торного района гена hlyII, определяет возможность 
значительного снижения уровня экспрессии поро-
образующего токсина HlyII. 

Расшифровка условий экспрессии гена hlyII 
позволяет определить подходы для терапии забо-
леваний, вызванных Bacillus сereus, а также создаст 
предпосылки для разработки нового класса лекар-
ственных средств, подавляющих продукцию HlyII –  
одного из основных токсинов Bacillus cereus sensu 
lato.

Исследование сотрудников АСН и АСС выпол-
нено при финансовой поддержке РНФ в рамках 
научного проекта № 24-24-00456.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта 
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Variability of the Promoter-Operator Region of Bacillus cereus hlyII Gene Impacts 
on Its Transcriptional Activity Level 

A. M. Shadrin1, E. V. Shapyrina1, A. S. Nagel1, A. V. Siunov1,  
Zh. I. Andreeva-Kovalevskaya1, V. I. Salyamov1, A. S. Solonin1, *

1Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms, FSBIS FRC Pushchino Scientific Centre  
of Biological Research, Russian Academy of Sciences, Moscow oblast, Pushchino, 142290 Russia

*e-mail: solonin.a.s@yandex.ru

The promoter-operator region of the Bacillus cereus hlyII gene includes an elongated operator region 
with mirror symmetry, recognizable with the main specific transcriptional regulator HlyIIR. In addition, 
regions for the global transcription regulators Fur, OhrR, and ResD, are located in the region of the hlyII 
gene operator. The latter is a transcriptional regulator of the redox-sensitive ResDE signal transduction 
pathway. Bacillus cereus sensu lato strains were found with a disturbance in the proximal part of the area 
recognized by HlyIIR and ResD. The essential role of these regions in the expression of the hlyII gene 
has been demonstrated. Natural strains of Bacillus cereus with deletions in the proximal region of the 
HlyIIR operator of the hlyII gene have a significantly reduced expression level of hlyII were identified. 
Disturbances in HlyIIR operator reduce the expression of hlyII several tens of times. The presence 
of an intact recognition site for ResD reduces the expression of this gene several times under aerobic 
conditions. These results allow us to determine the influence of structural variability in the promoter-
operator region of Bacillus cereus hlyII genes on its transcriptional activity.

Keywords: site-directed mutagenesis, Bacillus subtillis, reporter gene, transcription efficiency.


