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РЕФЕРАТ Рост числа случаев инфицирования людей и животных патогенами, устойчивыми к наиболее 
распространенным в терапевтической практике антибиотикам, бросает вызов современным техноло-
гиям поиска новых лекарственных средств. Представители филума Actinomycetota являются одним 
из основных источников вторичных метаболитов, в том числе антибиотиков различных классов, одна-
ко, несмотря на весь богатый биосинтетический потенциал штаммов актиномицетов, удается получить 
лишь небольшую долю вторичных метаболитов. Оставшееся разнообразие молекул с антибактериаль-
ной активностью, закодированных в геноме, находится в «молчащем», репрессированном состоянии. 
В связи с этим возникает необходимость применения методов геномного редактирования и метаге-
номного анализа для идентификации новых биосинтетических кластеров антибиотиков и изменения 
экспрессии соответствующих генов, приводящих к синтезу потенциально новых молекул с антибакте-
риальной активностью.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА биосинтетические кластеры антибиотиков, редактирование генома, сайт-
направленный мутагенез, актиномицеты, антибиотики.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ BGC – biosynthetic gene clusters (биосинтетические кластеры генов); PCR – 
polymerase chain reaction (полимеразная цепная реакция); NRPS – nonribosomal peptide (нерибосомные 
пептиды); PKS – polyketide synthase (поликетидсинтаза); UDG – Uracil-DNA glycosylase (урацил-ДНК-
гликозилаза); DSB – double-strand DNA break (двухцепочечные разрывы ДНК).

ВВЕДЕНИЕ 
Одним из основных источников биологически ак-
тивных веществ выступают представители филу-
ма Actinomycetota – грамположительные микроор-
ганизмы с высоким содержанием GC-пар в геноме 
[1, 2]. Современные исследования с применением 
методов высокопроизводительного секвенирова-
ния позволяют обнаружить в геномах многих ак-
тиномицетов десятки биосинтетических кластеров 
потенциальных антибиотиков [3], однако, исполь-
зуя в лабораторных условиях традиционные мето-
ды скрининга [4, 5], заложенные еще в 40-х годах 
ХХ века Waksman, удается получить не более 5% 
вторичных метаболитов от всего кодирующего по-
тенциала штаммов-продуцентов [6, 7]. При этом ан-
тибиотики, входящие в эту долю, зачастую оказыва-

ются ранее описанными соединениями. Происходит 
непрерывное «переоткрытие» известных антибио-
тиков, а новые молекулы на общем фоне практи-
чески незаметны. Сложившимися подходами, на-
правленными на повышение продукции новых 
антибиотиков, являются: подбор оптимальных ус-
ловий культивирования посредством модификации 
состава питательных сред [8], методы совместного 
культивирования [9], микрофлюидики [10], а также 
использование различных транскрипционных фак-
торов для активации молчащих генов [11, 12]. К со-
жалению, такие инструменты не являются универ-
сальными для различных штаммов актиномицетов, 
носят стохастический характер и потому не всегда 
приводят к успешным результатам. Гораздо более 
эффективно использование генно-инженерных тех-
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нологий, поскольку они позволяют осуществлять 
направленное и контролируемое изменение продук-
ции целевых метаболитов [13]. Одним из примеров 
таких технологий является геномное редактирова-
ние биосинтетических кластеров антибиотиков по-
средством мутагенеза [14–16]. Этот целенаправлен-
ный подход позволяет изменять экспрессию генов 
[17], подавлять продукцию ранее охарактеризован-
ных молекул и тем самым способствовать синтезу 
других неизвестных вариантов антибиотиков. Кроме 
того, методы мутагенеза могут быть с успехом 
применены как на новых штаммах-продуцентах, 
так и на генах ранее известных изолятов с целью 
обнаружения новых компаундов.

ГЕНОМ АКТИНОМИЦЕТОВ
Геном актиномицетов представлен кольцевой 
или линейной молекулой ДНК (Streptomyces spp.) 
длиной 5–10 млн п.н., имеющей GC-богатый кон-
тент, достигающий у некоторых родов более 70% 
[18–20]. У актиномицетов – представителей прока-
риот – процесс реализации генетической информа-
ции, а именно транскрипции и трансляции, сопря-
жен во времени и пространстве, ввиду отсутствия 
внутренней компартментализации клетки [21]. 
С мРНК, еще синтезируемой РНК-полимеразой, мо-
жет связываться рибосома и начинать синтез белка. 

Как правило, в геномах актиномицетов гены, ко-
дирующие биоактивные соединения, организованы 
в биосинтетические кластеры (BGC) [22, 23]. BGC 
представляют собой группу из двух или более ге-
нов, имеющих общий старт транскрипции, которые 
вместе кодируют конкретный биосинтетический 
путь, обеспечивающий синтез специализированно-
го метаболита. Данные гены содержат информацию 
о регуляторных белках, контролирующих время 
и уровень экспрессии и секрецию конкретного ме-
таболита.

Существуют различные структурные классы 
BGC, включая нерибосомные пептидные синтетазы 
(NRPS), поликетидные синтетазы (PKS), терпены 
и бактериоцины [24]. NRPS и PKS являются часто 
используемыми маркерами для обнаружения вто-
ричных метаболитов, поскольку они синтезируют 
разнообразные по структуре молекулы, проявляю-
щие антибиотические и иммуносупрессорные свой-
ства с огромным фармацевтическим потенциалом 
[25, 26]. Эти регионы могут использоваться для вы-
явления новых путей биосинтеза антибиотиков [27] 
(рис. 1).

Согласно биоинформатическим данным, собран-
ным DOE Joint Genome Institute, все продуценты 
антибиотиков содержат десятки потенциальных 
биосинтетических кластеров, то есть имеют намного 

Рис. 1. Схема кластеров биосинтеза антибиотиков: А – термоактиноамид А из Thermoactinomyces sp. [28]; 
Б – касугамицин из St. kasugaensis [29]; В – спинозин из St. albus J1074 [30]
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больший биосинтетический потенциал, чем можно 
выявить при рутинном культивировании [27].

На сегодняшний день существуют различные 
подходы к активации молчащих кластеров [31], ко-
торые можно разделить на две группы: в основе 
первой лежит гетерологическая экспрессия класте-
ров в штаммах модельных организмов Escherichia 
coli или Saccharomyces cerevisiae [32, 33], а вторая 
опирается на редактирование геномов непосред-
ственно в штаммах-продуцентах [34, 35]. Каждый 
из этих подходов имеет свои достоинства и недо-
статки. Говоря о гетерологической экспрессии кла-
стеров в штаммах E. coli или S. cerevisiae [36], мож-
но выделить следующие преимущества: простота, 
связанная с трансформацией и экспрессией генов 
в хорошо изученных модельных микроорганизмах, 
позволяющая регулировать уровень экспрессии 
генов синтеза антибиотиков. Такой контроль ре-
гуляции экспрессии генов может быть реализован 
на основе использования индуцибельных или кон-
ститутивных промоторов. Соответственно, син-
тез конкретных метаболитов будет происходить 
или в присутствии молекул-индукторов, или на по-
стоянной основе в гетерологичном штамме. Кроме 
того, модельные организмы, особенно кишечная па-
лочка, не содержит эндогенных вторичных мета-
болических путей, что не будет влиять на синтез 
целевого кластера. Несмотря на положительные 
стороны подхода, существует ряд ограничиваю-
щих факторов: во-первых, основной процесс, лежа-
щий в основе переноса кластера, – гомологичная 
рекомбинация [37], точность которой снижается 
при увеличении количества происходящих актов. 
Во-вторых, существуют отличия в нуклеотидной 
последовательности триплетов, кодирующих ами-
нокислоты в разных организмах. Поэтому возни-
кает дополнительный этап, связанный с создани-
ем кодон-оптимизированной последовательности 
для синтеза целевой молекулы антибиотика. Такие 
манипуляции необходимы, чтобы устранить смеще-
ние рамки считывания между родными штаммами 
и хозяевами. Помимо этого, для некоторых методов 
необходимы свои консенсусные последовательно-
сти по типу attP-attachment сайтов, опосредующие 
сайт-специфическую рекомбинацию [38], и особые 
плазмиды, что увеличивает сложность и трудоем-
кость работы [39].

Альтернативным подходом к активации молча-
щих кластеров является редактирование генома не-
посредственно в штаммах-продуцентах. Такой вари-
ант позволяет вводить мутации в исходный штамм 
дикого типа, контролировать изменения непосред-
ственно в нем [40]. Проведение генетических мани-
пуляций таким образом позволяет изучить влия-

ние конкретной мутации на другие метаболические 
пути, не задействованные в биосинтезе конкретного 
метаболита [41]. Разумеется, в данном методе есть 
свои сложности, однако разрабатываются подходы 
к их преодолению, о которых речь пойдет ниже.

ПОДХОДЫ К РЕДАКТИРОВАНИЮ ГЕНОМА 
АКТИНОМИЦЕТОВ 
По  сравнению с  «традиционными» объектами 
для генетических модификаций, такими, как E. coli 
и S. cerevisiae [42], актиномицеты обладают слож-
ным регуляторным аппаратом, препятствующим 
эффективной направленной трансформации их ге-
нома [43, 44]. Несмотря на это, разработаны подходы 
для внесения точечных мутаций в генетический ап-
парат штаммов-продуцентов. Все методы геномного 
редактирования можно разделить на две категории: 
спонтанный [45] и сайт-направленный мутагенез 
[46].

Спонтанный мутагенез 
Метод спонтанного мутагенеза обусловлен введе-
нием случайным образом точечных мутаций в ДНК 
с помощью мутагена. Данный подход используется 
для решения нескольких задач: введения однону-
клеотидных замен с целью получения новых про-
дуктов биосинтеза [47], а так же как вспомога-
тельный инструмент для уточнения нуклеотидной 
последовательности кластеров биосинтеза анти-
биотиков [48]. В качестве мутагенов используется 
MNNG (метилнитронитрозогуанидин) [49], вводя-
щий алкильные группы по О6 гуанину и О4 тимину, 
что приводит к транзиции между GC- и АТ-парами 
[50], и EMS (этилметансульфонат), приводящий 
к транзиции между GC- и АТ-парами [51] (рис. 2). 
Помимо транзиций, возникающих между пурино-
выми и пиримидиновыми основаниями, под воз-
действием мутагена возможно и изменение уровня 
экспрессии конкретных генов [52]. Поскольку такие 
однонуклеотидные замены вводятся случайным об-
разом, то в различных регионах генома будет про-
исходить алкилирование/метилирование азотистых 
оснований. Так, например, модификация нуклеотид-
ной последовательности в регуляторной области – 
промоторе – может подавлять экспрессию генов 
биосинтетического кластера [51], а мутации коди-
рующего региона BGC могут давать другие генети-
ческие продукты и, как следствие, новые вещества 
[48, 53]. 

Таким образом, метод спонтанного мутагене-
за помогает решить некоторые задачи, связанные 
с поиском новых молекул, но данный процесс но-
сит вероятностный характер и не гарантирует вос-
произведение результатов, что не позволяет создать 
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на его основе полноценный метод получения новых 
антибиотиков.

Сайт-направленный мутагенез 
Ранее отмечалось, что актиномицеты реализуют 
лишь малую часть своей биосинтетической актив-
ности, причем один антибиотик, например, стреп-
тотрицин, может обнаруживаться в каждом деся-
том изоляте, а такие антибиотики, как тетрациклин 
и актиномицин Д, встречаются с частотой один 
на 100–1000 изолятов [1]. Получить новые анти-
биотики, используя традиционный подход в виде 
платформы Waksmanа [54], и их модификации, 
необходимо исследовать десятки миллионов изо-
лятов. Такой рутинный вариант достаточно трудо-
емкий, время- и ресурсозатратный. Важно пони-
мать, что даже известные штаммы скрывают в себе 
огромное разнообразие молекул с антибактериаль-
ной активностью [55], экспрессия генов которых ма-
скируется уже известными антибиотиками, детек-
тируемыми в первую очередь [1].

Culp и соавт. предложена концепция, согласно ко-
торой нарушение консервативных генов биосинте-
за ранее известных антибиотиков, продуцируемых 
штаммами, может облегчить обнаружение новых 
метаболитов, чья активность не была замечена ра-
нее [56, 57]. Эту задачу решают с использованием 
различных генно-инженерных инструментов, на-

правленных в основном на внесение делеций в гены 
биосинтетических кластеров штаммов-продуцентов. 
Все методики можно разделить на три большие ка-
тегории, отличающиеся молекулярными механизма-
ми, которые лежат в их основе. 

В качестве инструментов для введения мутаций 
используются три фундаментальных процесса: го-
мологичная рекомбинация, лежащая в основе PCR-
Targeting System, где используются гомологичные 
последовательности, необходимые для рекомби-
нации, и в результате получают делеции. Второй 
молекулярный механизм – сайт-специфическая ре-
комбинация, применяемая в Cre-loxP Recombination 
System и pSAM2 Site-Specific Recombination 
System. Ключевой особенностью является нали-
чие специальных сайтов: loxP-последовательности 
для Сre-рекомбиназы и attP-последовательности 
для системы pSAM2. В данном процессе участву-
ют не только специфические последовательности, 
но и ферменты, осуществляющие рекомбинацию 
в строго определенных участках генома, что по-
вышает точность происходящего процесса. Третий 
процесс, лежащий в основе сайт-направленного му-
тагенеза – введение двухцепочечных разрывов та-
кими нуклеазами, как I-SceI-мегануклеаза (I-SceI 
Meganuclease-Promoted Recombination System) 
и Cas-никаза (CRISPR/Cas-Based Genome Editing). 
Введенные в ДНК двухцепочечные разрывы в даль-
нейшем восстанавливаются системами репарации 
клетки (рис. 3).

РЕДАКТИРОВАНИЕ ГЕНОМА НА ОСНОВЕ ПРОЦЕССА 
РЕКОМБИНАЦИИ

PCR-Targeting System 
Первая система редактирования генома, разрабо-
танная для клеток E. coli, основана на гомологичной 
рекомбинации, осуществляемой с помощью λ-Red-
системы [58]. Процесс гомологичной рекомбинации 
[59] – широко распространенное биологическое яв-
ление, происходящее в клетках живых организмов. 
Этот процесс носит высококонсервативный харак-
тер и включает разрыв и репарацию двухцепочеч-
ной ДНК (дцДНК) [60, 61]. Кроме того, гомологичная 
рекомбинация является инструментом для внесения 
точечных мутаций в геном бактерии [62]. На осно-
ве этого процесса разработан PCR-опосредованный 
метод геномного редактирования, суть которого за-
ключается в замене целевого региона в геноме клет-
ки на амплифицированный фрагмент гена селектив-
ного маркера (табл. 1). 

Для успешного прохождения гомологичной ре-
комбинации необходимы фланкирующие после-
довательности в районе 2 т.п.н. Используя PCR-

Рис. 2. Схема внесения мутаций в геном актиномице-
тов с помощью спонтанного мутагенеза посредством 
химических мутагенов
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опосредованный метод, впервые внесли делецию 
в  гены биосинтетического кластера геосмина 
у штамма St. coelicolor A3(2) [66, 68] (рис. 4).

Такая контролируемая генная инженерия позво-
ляет создавать антибиотики за счет комбинатор-
ного биосинтеза в штамме-продуценте. Из штамма 
удаляют гены основных эндогенных вторичных ме-
таболитов (в случае St. avermitilis это авермектин 
и филипин), гены транспозонов [69], а также IS-
последовательности [70], которые не влияют на тем-
пы роста штамма, но способствуют стабильности ге-
нома. 

Несмотря на удачные результаты [66, 68], PCR-
опосредованный метод геномного редактирования 
имеет свои ограничения, связанные с неуниверсаль-
ностью для разных штаммов актиномицетов. 

Cre-loxP Recombination System
Метод Cre-loxP-рекомбинации используется 
для внесения крупных делеций в геном бакте-
риальных клеток [71, 72] с использованием Cre-
рекомбиназы [73, 74]. Для внесения мутации необхо-
димы две последовательности loxP (locus of crossing 
(x) over, P1), фланкирующие целевой ген, для осу-
ществления сайт-специфической рекомбинации 
при участии рекомбиназы Cre (рис. 5) [75]. 

Механизм внесения мутации включает в себя 
последовательные этапы рекомбинации. Вначале 
в  геном актиномицетов вводятся две loxP-
последовательности таким образом, чтобы окайм-
лять целевой ген. Этот процесс опосредуется дву-
мя актами гомологичной рекомбинации [68]. Далее 
происходит экспрессия гена белка Cre, рекомбина-

Рис. 3. Схема молекулярных механизмов, лежащих в основе генно-инженерных методов введения мута-
ций в геном клеток. I процесс – гомологичная рекомбинация для осуществления делеций; II процесс – сайт-
специфическая рекомбинация для осуществления делеций; III процесс – действие нуклеаз, приводящих к двухце-
почечным разрывам, с последующим их восстановлением 

Таблица 1. Селективные маркеры для генетической инженерии актиномицетов 

№ 
п/п Ген устойчивости Устойчивость Антибиотик Плазмида 

1. aac(3)IV – aminoglycoside 
N(3)-acetyltransferase 

Устойчивость к антибиотикам, содержа-
щим 2-дезокси-стрептаминовое кольцо Апрамицин pCRISPomyces [63];

pStreptoBAC V [1]

2. aph(3)II – aminoglycoside 
modifying enzyme

Устойчивость к аминогликозидным анти-
биотикам

Канамицин А и В, 
неомицин В и С

pCAP01 [64];
pESAC13 [65]

3. aadA – aminoglycoside (3’’) (9) 
adenylyltransferase

Устойчивость к стрептограминам и ами-
ногликозидам 

Стрептомицин, 
спектиномицин pIJ778 [66]

4. vph – phosphotransferase Устойчивость к виомицину Виомицин pIJ780 [66]

5. ermE – methyltransferase - 
erythromycin resistance gene

Устойчивость к макролидным антибио-
тикам Эритромицин pBF24 [67]

6. hyhB – hygromycin  
resistance gene

Устойчивость к аминогликозидным анти-
биотикам Гигромицин Б pBF27 N [67]
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за распознает введенные loxP-последовательности 
и осуществляет сайт-специфическую рекомбинацию 
[60], приводящую к делеции целевого гена. По окон-
чании процесса в геноме актиномицетов сохраняет-
ся одна из последовательностей loxP. 

С помощью такого метода получена делеция по-
рядка 1.4 млн п.н. в генах биосинтетического кла-
стера геосмина в геноме St. avermitilis [68]. Данный 
метод более точен, чем PCR-опосредованный под-
ход, где процесс рекомбинации обусловлен внутрен-
ней машинерией клетки и проходит по гомологич-
ным фланкирующим областям целевого гена [59], 
что носит вероятностный характер. Специфичность 
и точность Cre/loxP-подхода основаны на наличии 
loxP-фланкирующих последовательностей, кото-
рые специфично распознаются рекомбиназой Cre 
[76]. Причем последовательность гена cre находится 
под индуцируемым промотором в отдельной плаз-
миде и тем самым экспрессия Cre-рекомбиназы 
носит контролируемый характер [77]. Негативной 
стороной такой системы является сохранение loxP-
фрагментов в геноме c изменением геномного кон-
тента помимо целевой мутации – делеции. 

pSAM2 Site-Specific Recombination System
В основе системы pSAM2 [78], как и в Cre-loxP-
подходе, лежит процесс сайт-специфической ре-
комбинации [79]. Но в данном случае специфич-
ность обусловлена не активностью рекомбиназы, 
а определенными последовательностями в геноме – 
attachment-сайтами: attP (в плазмиде pSAM2) и attB 
(в геномной ДНК бактерии) [80–82]. Данные обла-
сти attB, кодируемые нерепликативной плазмидой 
pSAM2, вводятся в геном актиномицетов посред-
ством гомологичной рекомбинации [59]. Важно отме-
тить, что при снятии селективного давления данная 
плазмида будет элиминироваться из клеток актино-
мицетов. Введенные в геномную последовательность 
att-сайты фланкируют целевой ген по обе стороны. 

Процесс введения мутации посредством систе-
мы на основе pSAM2 включает в себя следующие 
этапы. На первом этапе происходит рекомбинация 
по сайтам attP/attB, сопровождаемая интеграцией 
плазмиды в геном актиномицетов. Далее осущест-
вляется делеция целевого гена, опосредованная 
эксцизионазой Xis. Ген белка Xis находится в само-
реплицирующейся плазмиде и при снижении селек-
тивного давления удаляется из клеток актиномице-
тов [83, 84] (рис. 6). 

Такой подход применили для делеции биосинте-
тического кластера рифампицина, размером 90 т.п.н. 
в клетках A. mediterranei DSM 40773 [78]. К основ-
ным достоинствам данного метода относится то, 
что мутантные штаммы содержат дополнительные 

вставки в районе 30–40 п.н. в геномной последова-
тельности, что не нарушает рамку считывания [85].

РЕДАКТИРОВАНИЕ ГЕНОМА НА ОСНОВЕ ДЕЙСТВИЯ 
НУКЛЕАЗ

I-SceI Meganuclease-Promoted Recombination 
System 
Следующий метод редактирования генома основан 
на введении двухцепочечных разрывов посредством 
I-SceI Meganuclease-Promoted Recombination System 
[86]. В данном случае мегануклеаза I-SceI вносит 
двухцепочечный разрыв, распознавая уникальную 
последовательность из 18 п.н. и запускает процесс 
рекомбинации [87]. Мегануклеаза I-SceI была впер-
вые найдена в митохондриях S. cerevisiae [88]. 

На практике для внесения делеций или замен 
в нуклеотидную последовательность штаммов акти-
номицетов необходима кодон-оптимизированная по-
следовательность гена мегануклеазы I-SceI [89, 90], 
а также чувствительная к температуре плазмида 
pHZ1358 и ее производные (pKC1139 и pJTU1278) 
(рис. 7). Кроме того, необходима вставка 18 п.н. в ге-
ном штамма-продуцента. С помощью этого метода 
из клеток St. coelicolor A3(2) делетировали ген ак-
тинородина (Act) [86, 91]. 

Процесс включает в себя ряд актов гомологич-
ной рекомбинации, необходимых для введения 
I-SceI сайт-специфической 18-нуклеотидной после-
довательности в геном актиномицетов. Данные сай-
ты кодируются самореплицирующейся плазмидой 
pKMUSD. Далее происходит контролируемая экс-
прессия гена белка I-SceI, направляемая индуци-
бельным промотором tipA [92]. Мегануклеаза распоз-
нает специфическую последовательность в геноме 
актиномицетов и вносит двухцепочечные разрывы, 

Рис. 4. Схема внесения мутаций в геном актиномице-
тов с помощью PCR-опосредованного метода геном-
ного редактирования
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которые затем восстанавливаются по гомологичным 
фрагментам, содержащимся в геноме клеток [86]. 
Важно отметить, что ген белка I-SceI локализован 
в чувствительной к температуре плазмиде pKC1139, 
поэтому по прошествии второго акта гомологичной 
рекомбинации при повышении температуры до 36оС 

происходит элиминация плазмиды и соответственно 
гена белка I-SceI [93]. Такая активность определяет-
ся температуро-чувствительным ориджином репли-
кации pSG5 в данной плазмиде [86, 94]. Это позволя-
ет вносить делеции без дополнительного изменения 
геномного контента (табл. 2). 

Рис. 5. Схема внесения в геном актиномицетов мутаций Cre/loxP-опосредованным методом геномного редак-
тирования

Рис. 6. Схема внесения мутаций в геном актиномицетов pSAM-опосредованным методом геномного редактиро-
вания

Рис. 7. Схема внесения мутаций в геном актиномицетов I-SceI-опосредованным методом геномного редактиро-
вания
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Ключевой недостаток подхода на основе мегану-
клеазы I-SceI – отсутствие в некоторых штаммах 
гена tipA для индукции генов нуклеазы. Кроме того, 
этот процесс сопровождается двухцепочечными 
разрывами ДНК, поэтому ошибки в репарационном 
аппарате могут приводить к мутациям, которые 
не связаны с целевой делецией. К положительным 
сторонам данного метода относится сохранение ге-
номного контента без дополнительных нуклеотид-
ных последовательностей по завершению генетиче-
ских манипуляций. 

CRISPR/Cas-Based Genome Editing
Технология на основе кластерной регулярно взаи-
мосвязанной системы коротких палиндромных по-
второв CRISPR/Cas, особенно системы CRISPR/Cas9, 
стала перспективным инструментом генной инжене-
рии штаммов актиномицетов [95–97].

CRISPR/Cas – естественная система защиты 
клеток прокариот от чужеродной ДНК [98–100]. 
Эта технология широко используется для редак-
тирования генома организмов, относящихся к са-
мым разным таксономическим группам. В отличие 
от редактирования генома на основе мегануклеа-
зы I-SceI [101], технология на основе CRISPR/Cas 
не требует предварительной интеграции в целевой 
геном уникальной последовательности, распозна-
ваемой ферментом, а использует транскрибируе-
мую направляющую РНК (sgРНК, химера crРНК 
и tracrРНК) или только crРНК, чтобы селектив-
но связывать белки Cas в любом участке генома 
[102, 103]. Комплекс Cas9/crРНК/tracrРНК мо-
жет нацеливаться на любую последовательность 
ДНК, известную как протоспейсер, при условии, 
что на 3’-конце присутствует необходимый три-
нуклеотидный мотив, прилегающий к протоспей-
серу (PAM) [104, 105], например, NGG в случае 
Streptococcus pyogenes, где N – любой нуклеотид 
[106].

Для редактирования генома стрептомицетов в ос-
новном используются два типа Cas-нуклеаз: Cas9 
из Str. pyogenes, относящаяся к классу 2 типа II 
[107], а также Cpf1, также известная как Cas12a 
из Francisella novicida, относящаяся к классу 2 типа 
V (рис. 8) [103, 108, 109]. 

По сравнению с другими технологиями редакти-
рования генома система CRISPR/Cas имеет явные 
преимущества: высокую эффективность, легкость 
в работе и быстрый результат [110].

Cas9-Based Genome Editing. На основе систе-
мы СIRSPR/Cas9 разработаны две версии плаз-
мид для манипуляций с геномом стрептомицетов: 
pCRISPomyces-1 и pCRISPomyces-2 [63].

pCRISPomyces-1 включает последовательно-
сти генов crРНК и tracrРНК, а также ген cas9. 
pCRISPomyces-2 включает химерную кассету 
sgРНК и ген cas9. В обоих случаях для экспрессии 
элементов CRISPR/Cas используются сильные кон-
ститутивные промоторы, а также оптимизированная 
последовательность гена cas9 для лучшей экспрес-
сии в Streptomyces [111, 112].

Используя данный инструмент, Cobb и соавт. 
успешно получили делеции ДНК различных разме-
ров 20–31.4 т.п.н., включая отдельные гены и кла-
стеры биосинтеза антибиотиков с эффективностью 
21–100% в трех разных видах стрептомицетов [63]. 
Внесение таких делеций в кластеры биосинтеза 
стрептомицина и стрептотрицина позволило иден-
тифицировать в ранее известных штаммах-проду-
центах новые антибиотики: тиолактомицин, амице-
тин, фенантровиридин, 5-хлор-3-формилиндол [113].

Кроме делеций, система CRISPR/Cas позволя-
ет вносить мутации в промоторы. Таким образом 
удалось активировать молчащие гены биосинтети-
ческих кластеров разных классов в пяти штаммах 
Streptomyces, а также идентифицировать уникаль-
ные метаболиты, включая новый пятичленнный ци-
клический поликетид типа II в St. viridochromogenes 
[114].

Несмотря на очевидные преимущества, систе-
ма pCRISPomyces имеет ряд недостатков, связан-
ных с токсичностью белка Cas9 для бактериальной 
клетки. Это обусловлено расщеплением нецелевой 
ДНК (off-target-эффект) [115, 116], а также затруд-
нением ее применения у стрептомицетов с низкой 
трансформирующей эффективностью ДНК [94]. 
Wang и соавт. создали модифицированную СRSPR/
Cas9-систему на основе плазмиды pWHU2653, где 
ген белка Cas9 находится под индуцируемым про-
мотором, что обеспечивает контроль синтеза белка 

Рис. 8. Схема внесения мутаций в геном актиномице-
тов CRISPR-Cas-опосредованным методом геномного 
редактирования
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[117]. Кроме того, процесс репарации двухцепочеч-
ных разрывов является АТP-зависимым, поэтому 
в плазмиду pWHU2653 для повышения эффектив-
ности редактирования был введен ген AtpD, коди-
рующий β-субъединицу АТP-синтазы (табл. 2) [94].

Cpf1-Assisted Genome Editing. Помимо указанных 
недостатков, система CRISPR/Cas9 обладает ря-
дом ограничений. Как упоминалось ранее, геном 
актиномицетов имеет GC-богатый контент [118], 
а для распознавания белком Cas9 целевой после-
довательности необходима G-обогащенная (PAM) 
последовательность (5′-NGG-3′), так, например, 
у St. coelicolor это 260 мишеней на 1000 п.н. [119, 
120]. Система на основе белка Cas12a из F. novicida 
обходит это ограничение, поскольку для внесения 
двухцепочечных разрывов нужна T-обогащенная 
PAM-последовательность (5′-TTV-3) [121], что по-
вышает специфичность процесса [97]. Используя 
Cpf1-нуклеазу, Yeo и соавт. добились делеции гена 
в штамме St. hygroscopicus SIPI-KF, синтезирующем 
5-оксомилбемицин А3/А4, который не мог быть от-
редактирован с помощью Cas9 из-за его высокой 
токсичности [120]. Таким образом, Cpf1 и альтерна-
тивные технологии редактирования генома хорошим 
дополняют текущие инструменты на базе CRISPR/
Cas и облегчают обнаружение новых биологиче-
ски активных веществ у Streptomyces spp., а так-
же у представителей других родов актиномицетов 
(табл. 2) [93].

CRISPR-BEST (CRISPR-Base Editing SysTem). 
Методы геномного редактирования на основе ну-
клеаз требуют внесения двухцепочечных разры-
вов в ДНК, что может приводить к нестабильности 
генома в связи с неэффективной работой систем 
репарации [122]. David Liu’s разработал альтер-
нативный метод на основе системы CRISPR/Cas, 
не требующей DSB. Этот метод заключается во вве-
дении точечных мутаций, приводящих к появле-
нию стоп-кодона в кодирующей последовательно-
сти [123]. Он основан на использовании двух типов 
дезаминаз: цитидиндезаминаза [124] превращает 
цитозин в тимин, а адениндезаминаза [125] приво-
дит к трансцизии, например A-G, C-T. Используя 
это различие, получены две разновидности генети-
ческих конструкций: CRISPR-cBEST, содержащая 
вариант гена цитидиндезаминазы APOBEC1 крысы 
(rAPOBEC1), и CRISPR-aBEST с адениндезамина-
зой, контролируемой индуцируемым промотором 
tipA (thiostrepton-responsive activator) [124], поэтому 
ключевой момент – это наличие гена tipA в целевом 
штамме [125]. Кроме того, обе плазмиды содержат 
ген никазы Cas9 [126] и кодон-оптимизированную 

последовательность sgРНК [103]. Использование 
данных плазмид приводит к экспрессии генов де-
заминаз и к трансцизиям. При дезаминировании 
аденина в A:T-паре или цитозина в C:G-паре в од-
ной цепи ДНК возникают новые пары – I:T и U:G. 
Во время репликации в новой паре U:G урацил бу-
дет распознаваться как тимин, а в паре I:T инозин 
как гуанин; такое несоответствие приводит к акти-
вации систем репарации клетки [96, 127].

В первом случае действует урацил-ДНК-
гликозилаза (UDG) [128], запускающая механизм 
эксцизионной репарации [129, 130], либо восста-
новление исходных пар происходит посредством 
системы мисматч-репарации [129, 131, 132]. Таким 
образом исходные пары восстанавливаются в даль-
нейшем процессе репликации и DSB не требуются.

Важно отметить, что эта система показала хо-
рошие результаты на модельных штаммах St. 
coelicolor, а также на St. griseofuscus (табл. 2).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Геномный майнинг и манипуляции с геномом, осо-
бенно с генетическими кластерами антибиотиков, 
обладают огромным потенциалом для выявления 
новых молекул с антибактериальной активностью. 
Важно отметить, что открытие новых BGC в гено-
ме актиномицетов открывает широкие возможности 
для их редактирования, однако, приходится счи-
таться с рядом ограничений, связанных с методами 
и инструментами для изменения метаболической 
активности штаммов. 

Каждый из описанных подходов может исполь-
зоваться для конкретных генно-инженерных задач. 
Так, например, спонтанный мутагенез находит свое 
применение в качестве дополнительного инструмен-
та для идентификации BGC потенциально нового 
антибиотика. Введение случайных мутаций в геном 
штамма-продуцента может изменять биосинтетиче-
скую активность исследуемого метаболита, а после-
дующий геномный анализ позволяет выявить кон-
кретный участок гена в биосинтетическом кластере, 
в котором произошло изменение. К ключевым преи-
муществам сайт-направленного мутагенеза относят-
ся его мишень-ориентированность и эффективность: 
этот подход применяется на уже известных генных 
кластерах с целью изменения их экспрессии и по-
следующей идентификации ранее замаскированных 
молекул в известных изолятах. 

Как сказано ранее, большинство методов сайт-
направленного мутагенеза, за  исключением 
CRISPR-BEST, объединяет процесс рекомбина-
ции. Причем рекомбинация может происходить 
либо за счет внутренних систем клетки, как в слу-
чае PCR-опосредованного метода, либо за счет 
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специальных ферментов: Cre-рекомбиназы, Xis-
эксцизионазы и Int-интегразы. Несомненно, фер-
менты и распознаваемые ими специфические после-
довательности добавляют точности, но вместе с тем 
изменяют геномный контент. 

Ряд методов сайт-направленного мутагенеза ос-
нован на введении двухцепочечных разрывов с по-
следующим восстановлением DSB. К таким мето-
дам относятся система на основе мегануклеазы 
I-Scе и вариации CRISPR-Сas (Cas9-Based Genome 

Таблица 2. Методы сайт-направленного мутагенеза в геноме актиномицетов

№ 
п/п Метод Преимущества Недостатки Эффективность 

1. PCR-Targeting 
System

Для введения мутаций 
не нужны дополнительные 
инструменты, кроме PCR. 

Сложность протоколов, время-
затратность, универсальность 

для разных штаммов актиноми-
цетов, делеция сопровождается 
внесением в геном селективного 

маркера.

Эффективность показана 
только на BGC геосмина, 

модельного штамма 
St. coelicolor. 

2.
Cre-loxP 

Recombination 
System

Возможность делетировать 
крупные участки генов 
порядка 1.4 млн п.н. [16].
Большая специфичность 

за счет участия Cre-
рекомбиназы.

Времязатратность, изменение 
геномного контента, помимо 
целевой мутации (делеции), 

в результате сохранения 
loxP-фрагментов.

Положительный результат 
показан только на BGC гео-

смина в штамме St. avermitilis.

3. 

pSAM2 
Site-Specific 

Recombination 
System

Делеция целых BGC, 
минимальное изменение 
рамки считывания после 
эксцизии генетической 

конструкции.

Времязатратность, cохранение 
небольших последовательностей 

в геноме бактерии.

Подход эффективен не только 
на модельных штаммах стреп-
томицетов, но и на предста-
вителях таких редких родов, 
как Actinoplanes mediterranei. 
Метод показал результатив-
ность на BGC антибиотиков 
порядка 90 т.п.н. (кластер 

рифампицина).

4.

I-SceI 
Meganuclease-

Promoted 
Recombination 

System

Осуществление делеций 
без дополнительного изме-
нения геномного контента.

Для редактирования генома 
необходима кодон-оптимизиро-
ванная последовательность гена 

мегануклеазы I-Sce, а также 
термочувствительная плазмида 

pKC1139.

Эффективность показана 
на модельном штамме St. coe-
licolor на BGC актинородина. 

5.
Cas9-Based 

Genome 
Editing

Возможность вносить 
геномные делеции до 30 

т.п.н. [16]; метод позволяет 
вносить мутации в после-
довательность промоторов. 

Токсичность белка Cas9, вслед-
ствие эффекта off-target.

Для внесения DSB необхо-
дима G-обогащенная PAM-

последовательность (5′-NGG-3′).
Внесенные DSB не всегда могут 
быть элиминированы внутрикле-
точными системами репарации. 

Эффективность составляет 
от 21 до 100% как на модель-
ных штаммах стрептомицетов, 
так и на трех представителях 

редких родов [16]. Широко 
используется для редакти-
рования BGC антибиотиков 

различной длины.

6.
Cpf1-Assisted 

Genome 
Editing

Высокая специфичность, 
так как для внесения DSB 

нужна T-обогащенная 
последовательность PAM 

(5′-TTV-3).

Внесенные DSB не всегда могут 
быть элиминированы внутрикле-
точными системами репарации. 

Эффективность системы пока-
зана на различных штаммах 
актиномицетов. Белок Cpf1 
проявляет специфичность 

к Т-обогащенной PAM-
последовательности, что пони-
жает вероятность off-target- 
эффекта на 26%, увеличивая 
тем самым результативность 

от 47 до 100% [44, 60].

7.

CRISPR-BEST 
(CRISPR-

Base Editing 
SysTem)

Для редактирования 
генома не требуются 

DSB, вводятся точечные 
мутации для появления 

стоп-кодона.

 Метод применим 
как для модельных штаммов 
актиномицетов, таких, как 

St. coelicolor, так и для пред-
ставителей редких родов. Этот 

метод относительно новый, 
его апробируют на известных 

BGC как актинородин.
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Editing и Cpf1-Assisted Genome Editing). Все три 
подхода могут использоваться для редактирования 
BGC актиномицетов. Однако геномные особенности 
этих бактерий накладывают ряд ограничений на ис-
пользование CRISPR-Cas9, учитывая off-target-
эффект и токсичность белка Cas9, а ограничение 
на применение I-Scе связано с оптимизацией гено-
ма для создания 18-нуклеотидной консенсусной по-
следовательности для мегануклеазы. CRISPR-Cas-
система на основе нуклеазы Cas12 (Cpf1) распознает 
иную Т-обогащенную PAM-последовательность, 
что снижает вероятность случайного внесения 
двухцепочечных разрывов. Помимо специфическо-
го взаимодействия нуклеазы с целевой последова-
тельностью, немаловажную роль играет внутренняя 
клеточная система репарации, связанная с восста-
новлением двухцепочечных разрывов. 

Важно отметить, что для всех вышеописанных 
методов необходимы свои генетические конструк-
ции с соответствующими нуклеотидными последо-
вательностями, которыми трансформируют штаммы 
стрептомицетов. Отдельной проблемой всех этих 
подходов может быть низкая трансформируемость 
конкретного штамма. Тем не менее, несмотря на все 
ограничения описанных методологий, они помогли 
достичь хороших результатов: открыть новые анти-
биотики и повысить биосинтетический потенциал 
актиномицетов. Так, в 2003 году с использованием 
PCR-опосредованного метода редактирования про-
ведены манипуляции на кластере геосмина модель-
ного штамма St. coelicolor [36]. Через 7 лет после 
этого с помощью метода на основе Cre-рекомбиназы 
также в кластере геосмина получена делеция по-
рядка 1.4 млн п.н., но в штамме St. avermitilis [46]. 
Говоря о сайт-специфическом подходе, нужно упо-
мянуть еще и систему pSAM2. Несмотря на то, 
что данная плазмида создана еще в 1989 году [12], 
удачный результат с ее использованием получен 
в 2022 году: была внесена мутация в кластер ри-
фампицина в клетках A. mediterranei DSM 40773 

[87]. С помощью подхода на основе мегануклеазы 
I-SceI в 2014 году была получена мутация в класте-
ре актинородина в клетках St. coelicolor A3(2) [30]. 
Возможность применения всех описанных методов 
для манипуляций на геноме показана пока лишь 
для актиномицетов; самым эффективным оказал-
ся подход CRISPR-Сas, который не только показал 
результативность, связанную с введением мутаций, 
но и позволил выявить новые молекулы. Так, в 2019 
году, используя метод на основе CRISPR-Cas9, была 
выявлена способность ранее изученных штаммов-
продуцентов стрептомицина синтезировать новые 
молекулы антибиотиков – тиолактомицин, фенан-
тровиридин, 5-хлор-3-формилиндол [21].

 Дальнейшие перспективы использования 
методов геномного редактирования связаны с воз-
можностью идентифицировать в геномах охарак-
теризованных штаммов BGC новых антибиотиков 
и индуцировать их с помощью направленного мута-
генеза. Для этого необходимы сочетания предсказа-
тельных биоинформатических алгоритмов опреде-
ления потенциальных BGC вторичных метаболитов 
и надежного инструментария для направленных 
мутаций регуляторных участков, введения индуци-
бельных промоторов и делеции генов-репрессоров. 
Перспективной представляется и возможность пе-
реноса BGC целевых антибиотиков в штаммы, более 
удобные для экспрессии. Особенно эффективным 
такой подход может быть в рамках крупномасштаб-
ного биотехнологического производства, когда про-
дукцию целевого метаболита увеличивают с исполь-
зованием специально созданного генно-инженерного 
штамма, что будет повышать рентабельность произ-
водства. 

Финансирование работы осуществлялось 
Министерством науки и высшего образования 
Российской Федерации (соглашение № 075-10-

2021-093; проект [BTH-RND-2127]).
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