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Получение гетерологичных продуцентов рамнолипидов для 
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Рамнолипиды – перспективные гликолипидные биосурфактанты микробного происхождения, которые можно 
использовать в качестве препаратов для биоремедиации почв в случаях загрязнения нефтепродуктами. Экспрессия 
кластера генов биосинтеза рамнолипидов у основного продуцента – Pseudomonas aeruginosa – регулируется сиг-
налами кворум-сенсинга (QS). Сложная регуляции биосинтеза не позволяет добиться высокого выхода продукта. 
Получение гетерологичных продуцентов рамнолипидов является перспективным путём по преодолению сложной 
QS-зависимой регуляции биосинтеза рамнолипидов, а также позволяет избежать применения условно-патогенной 
Pseudomonas aeruginosa для промышленного получения рамнолипидов. На основе плазмидного вектора pAl2–T 
с конструкцией из нативного промотора и генами rhlAB были получены гетерологичные продуценты на основе 
Escherichia coli BLWT с продуктивностью трансформанта E14 3,40±0,96 г/л; и на основе Pseudomonas viridiflava 
AlC1223 – с продуктивностью трансформантов P5, P6, P8 332,00±0,10, 200,00±0,10 и 180,00±0,10 г/л, соответ-
ственно. Наличие в экспрессирующем векторе генов rhlAB позволяет получить монорамнолипиды, пригодные для 
дальнейшего использования в качестве агента солюбилизации гидрофобных загрязняющих веществ, таких как 
нефтепродукты, в почвах, что позволит интенсифицировать процессы биоремедиации.
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Rhamnolipids are promising microbial glycolipid biosurfactants that can be used as preparations for soil bioreme-
diation in oil pollution. The expression of the rhamnolipid biosynthesis gene cluster in the main producer, Pseudomonas 
aeruginosa, is regulated by quorum sensing signals (QS). Complex biosynthesis regulation does not allow achieving high 
product yields. The production of heterologous rhamnolipid producers is a promising way to overcome the complex QS-
dependent regulation of rhamnolipid biosynthesis, and also avoids the use of opportunistic Pseudomonas aeruginosa for 
the industrial production of rhamnolipids. Heterologous Escherichia coli BLWT-based producers with a transformant E14 
productivity of 3.40±0.96 g/L were obtained on the basis of the plasmid vector pAl2–T with a construct from the native 
promoter and rhlAB genes, and Pseudomonas viridiflava AlC1223-based ones with the productivity of transformants 
P5, P6, P8 332.00±0.10, 200.00±0.10 and 180.00±0.10 g/L, respectively. The presence of rhlAB genes in the expression 
vector allows the obtaining monorhamnolipids for further use as an agent for the solubilization of soil hydrophobic pol-
lutant (e. g. petroleum products), which will intensify bioremediation processes.

Keywords: rhamnolipids, heterologous expression, pseudomonads, biosurfactants, oil degraders, glycolipids.

Для ликвидации антропогенного воз-
действия на природу активно используются 
поверхностно-активные вещества (ПАВ). 

Они нашли своё применение как компоненты 
диспергентов, применяемых для устранения 
разливов нефти и нефтепродуктов, в составе 
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препаратов для увеличения нефтеотдачи  
и т. д. [1, 2].

При этом возрастает актуальность поис-
ка и применения препаратов, которые, при-
нимая участие в ликвидации антропогенного 
ущерба, сами не наносят вреда окружающей 
среде. В промышленности сформировался 
чёткий тренд на «зелёные технологии», что 
требует новых, природоподобных веществ  
и технологий [3, 4].

Среди природных ПАВ особого внимания 
заслуживает группа веществ, получивших 
название биосурфактанты – амфифиль-
ные вещества, обладающие поверхностно-
активными свойствами и при этом являющие-
ся природными соединениями, способными  
к биоразложению аборигенной микрофлорой 
[5–7]. Наиболее интересными, с точки зрения 
коммерческого использования, являются 
моно- и дирамнолипиды, которые уже сейчас 
в ряде стран используются в технологиях по-
вышения нефтеотдачи для извлечения нефти, 
оставшейся в пластах после первичных и вто-
ричных процедур добычи [8].

Условная патогенность для человека 
и растений основных продуцентов моно- и 
дирамнолипидов – псевдомонад, в достаточ-
ной мере ограничивает их промышленное 
применение, потому необходимо получение 
методами генной инженерии гетерологич-
ных продуцентов рамнолипидов на основе 
безопасных микроорганизмов [9]. Данные 
безопасные гетерологичные продуценты мо-
гут позволить также получать рамнолипиды  
с индивидуальной структурой, с уникаль-
ными физико-химическими свойствами;  
а также могут открыть доступ к использованию 
необычных субстратов в качестве источника 
углерода для получения рамнолипидов [9].

Таким образом, получение гетерологич-
ных продуцентов рамнолипидов является 
актуальным и перспективным для получения 
в промышленных масштабах рамнолипида – 
биосурфактанта с высокой эффективностью, 
что позволит создать качественные, высоко-
эффективные микробные биопрепараты на 
основе гетерологичных продуцентов. 

Целью данной работы является получение 
гетерологичных продуцентов рамнолипидов 
на основе штаммов Escherichia coli BLWT, 
Pseudomonas viridiflava AlC1223.

Для достижения цели были выполнены 
следующие задачи: вырезаны из геномной 
ДНК Pseudomonas aeruginosa B-6643 вместе 
с промотором гены rhlAB, получены бактерии-
трансформанты по генам rhlAB, при помощи 

ПЦР подтверждено наличие вставки, про-
верена функциональная активность гете-
рологичной вставки индикаторным тестом, 
подтверждена продукция рамнолипидов при 
помощи ИК-Фурье спектрометрии.

Объекты и методы исследования

Объектами исследования служили:
1. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 

(ВКПМ В-6643) (из коллекции Националь-
ного биоресурсного центра Всероссийская 
коллекция промышленных микроорганизмов 
НИЦ «Курчатовский институт», Москва, Рос-
сия) с известной продуктивностью 43,3 г/л 
рамнолипидов.

2. Escherichia coli BLWT – генно-инже-
нерный штамм (из коллекции кафедры био-
технологии ФГБОУ ВО «Вятский государ-
ственный университет», Киров, Россия).

3. Pseudomonas viridiflava AlC1223 (из 
коллекции кафедры микробиологии ФГБОУ 
ВО «Вятский государственный университет», 
Киров, Россия).

Также для исследования использовали 
полученные в ходе работы трансформанты 
E1–E21 на основе штамма E. coli BLWT и P1–
P12 на основе штамма P. viridiflava AlC1223. 

Условия постановки экспериментов. 
Штаммы P. aeruginosa ATCC 9027 (ВКПМ 
В-6643), E. coli BLWT выращивали и поддер-
живали на LB-агаре при 37 оС, P. viridiflava 
AlC1223 на глюкозо-пептонном агаре при 
25 оС. Трансформанты E1–E21 выращивали 
на LB-бульоне (триптон 10 г/л, дрожжевой 
экстракт 5 г/л, NaCl 5 г/л) при 37 оС. Транс-
форманты P1–P12 выращивали и поддержи-P1–P12 выращивали и поддержи-1–P12 выращивали и поддержи-P12 выращивали и поддержи-12 выращивали и поддержи-
вали на LB-бульоне при 25 оС. Все работы 
с микробными культурами проводились  
в асептических условиях.

Выделение ДНК из P. aeruginosa ATCC 
9027 (ВКПМ В-6643) осуществляли методом 
лизиса клеток в буфере, содержащем 2% цетил-
триметиламмониум бромида, 1,4 М NaCl, 50 мМ 
Tris-HCl, 20 мМ ЭДТА [10]. Лизат инкубиро-
вали при 65 оС 35 мин в твёрдотельном термо-
стате «Гном» (ООО «НПО ДНК-Технология», 
Россия). ДНК очищали дважды при помощи 
хлороформа от примесей, затем ДНК осаждали 
холодным этанолом в виде натриевой соли.

Рестрикцию генов кластера рамнолипидов 
вместе с нативным промотором осуществляли 
при помощи эндонуклеаз [11]. Из препарата 
геномной ДНК при помощи рестриктазы  
Bgl II и последующего электрофореза в 0,8% 
агарозном геле выделили генный кластер 
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рамнолипидов rhlAB с нативным промотором, 
фрагмент длиной 3673 пар нуклеотидов [11].

Лигирование в pAl2–T вектор осущест-pAl2–T вектор осущест-2–T вектор осущест-T вектор осущест- вектор осущест-
вляли по методике [12]. Фрагменты ДНК были 
выделены из агарозного геля и использованы в 
качестве вставки в вектор pAL2–T «Евроген» в 
соответствии с протоколом лигирования ком-
пании «Евроген», приложенным к комплекту 
вектора. Условия лигирования: в пробирке 
Эппендорф на 0,5 мл смешивали: T4 ДНК-
лигаза – 1 мкл; буфер для лигазы 10х – 1 мкл, 
стерильная вода – 7,3 мкл, продукт – 0,5 мкл, 
вектор pAl2–T – 1 мкл. Смесь инкубировали 
16 часов при 4 оС [12].

Для трансформации бактериальных 
культур использовали ночные культуры  
E. coli BLWT и P. viridiflava AlC1223 на жид-
кой среде LB. Трансформацию осуществляли 
химическим способом с использованием 0,1 М  
раствора CaCl

2 
[13]. Трансформированные 

клетки инкубировали 1 ч при 37 оС, высевали 
на агаризованную среду LB с 0,01% ампицил-
лина. На следующие сутки проводили отбор 
содержащих вставку белых колоний, которые 
пересевали в жидкую среду LB.

Проверку наличия вставки осуществля-
ли при помощи локус-специфической ПЦР, 
электрофорез производили в 0,8% агарозном 
геле, гель окрашивали раствором бромистого 
этидия [14]. Использовали пару праймеров: 
F: 5'-ATGCGGCGCGAAAGTCTGTTGG-3',  
R: 5'-TCAGGACGCAGCCTTCAGCCATC-3', 
температура отжига 54 оС, длина продукта со-
ставляет 2234 пары нуклеотидов (п. н.). ДНК 
выделяли по прежней методике с буфером, 
содержащем 2% CTAB [10].

Для детекции рамнолипида в культураль-
ной жидкости потенциальных гетерологичных 
продуцентов использовали индикаторный 
метод с использованием раствора цетилтриме-
тиламмониум бромида (СТАВ) 4% и метиле-
нового синего. Рамнолипиды образуют интен-
сивно окрашенный осадок от ярко-голубого 
до синего цвета при реакции с компонентами 
смеси за сутки [15].

Для подтверждения наличия рамнолипи-
дов в культуральной жидкости использовали 
ИК-Фурье спектроскопию. Производили 
снятие спектров на приборе марки SILAB i– 
Red 7800u–L (Beijing Beifen-Ruili Analyti- 7800u–L (Beijing Beifen-Ruili Analyti-u–L (Beijing Beifen-Ruili Analyti-–L (Beijing Beifen-Ruili Analyti-L (Beijing Beifen-Ruili Analyti- (Beijing Beifen-Ruili Analyti-Beijing Beifen-Ruili Analyti- Beifen-Ruili Analyti-Beifen-Ruili Analyti--Ruili Analyti-Ruili Analyti- Analyti-Analyti-
cal Instrument (Group) Co., Ltd, Китай). Для 
подготовки проб производили трёхкратную 
экстракцию рамнолипидов этилацетатом 
из бесклеточной культуральной жидкости 
трансформантов [16]. Далее упаривали ор-
ганическую фазу. Выполняли сушку осадка  

в вакуумной сушилке LABCONCO (Labconco 
Corporation, США). Препарат для ИК-Фурье 
спектроскопии изготавливали в форме та-
блетки при помощи ручного пресса: 1,5 мг со-
держащей рамнолипиды просушенной смеси  
и 148,5 мг KBr [17].

Определение количества образуемого 
рамнолипида путём взвешивания осадка по-
сле выпаривания экстракта из культуральной 
жидкости осуществляли гравиметрически 
на прецизионных весах Adventurer OHAUS 
AR2140 (Ohaus, США).

Статистическая обработка данных. Мас-
су экстрагированного рамнолипида после 
вакуумной сушки измеряли трижды. Вы-
числяли среднее значение и его стандартное 
отклонение. Рассчитывали по коэффициенту 
Стьюдента для сухой массы рамнолипида до-
верительный интервал при объёме выборки 
n=3 и значении доверительной вероятности: 
P=0,95.

Результаты и обсуждение

Результаты получения гетерологичных 
продуцентов рамнолипидов на основе штамма 
E. coli BLWT. Из лизата P. aeruginosa ATCC 
9027 (ВКПМ В-6643) при помощи буфера с 
2% цетилтриметиламмониум бромида была 
выделена ДНК. При помощи рестриктазы 
Bgl II был получен фрагмент длиной 3673 
п. н., содержащий промотор и гены rhlAB 
кластера биосинтеза рамнолипидов, который 
в дальнейшем был лигирован в плазмидный 
вектор pAl2-T и использован при кальцие-
вой трансформации бактерий E. coli BLWT. 
Проведение бело-голубой селекции суточных 
колоний позволило отобрать колонии Е1–Е21, 
как потенциально имеющие гетерологичную 
вставку. Наличие вставки было подтвержде-
но при помощи ПЦР с использованием пары 
праймеров к границам структурных генов 
рамнозилтрансферазы rhlAB с искомой дли-
ной фрагмента: 2234 п. н. (рис. 1). Наличие 
вставки подтверждено у трансформанта E14.

Индикаторный тест на наличие целевых 
продуктов – рамнолипидов выявил наличие 
интенсивно окрашенного осадка с метилено-
вым синим и цетилтриметиламмониум бро-
мидом у трансформанта Е14 (рис. 2, см. цв. 
вкладку IV).

Количественная оценка синтезируемых 
трансформантом Е14 рамнолипидов. Сухая 
масса экстракта составила 1,70±0,48 мг. С учё-
том объёма изначальной пробы культуральной 
жидкости 0,5 мл, отобранной для дальнейшей 

РЕМЕДИАЦИЯ И РЕКУЛЬТИВАЦИЯ



138
Теорeтическая и прикладная экология. 2024. № 2 / Theoretical and Applied Ecology. 2024. No. 2

экстракции, продуктивность трансформанта 
Е14 составила 3,40±0,96 г/л. Наличие рам-
нолипидов в экстракте было подтверждено 
методом ИК-Фурье спектрометрии, экстракт 
культуральной жидкости трансформанта 
Е14 проявлял пики в областях 3600–3200  
и 1800–1200 см-1 (рис. 3), которые являются 
характерными для рамнолипидов [17].

Результаты получения гетерологичных 
продуцентов на основе штамма P. viridi-. viridi-viridi-
flava AlC1223. Трансформация P. viridiflava 
AlC1223 плазмидным вектором pAl2-T, лиги-
рованным фрагментом длиной 3673 п. н., со-
держащим промотор и гены rhlAB кластера 
биосинтеза рамнолипидов, дала следующие 
результаты. По итогам бело-голубой селекции 

Рис. 1. Электрофореграмма результатов ПЦР на наличие вставки 
в виде структурных генов rhlAB у трансформанта E14
Fig. 1. Electrophoregram of PCR results for the presence 

of an insertion in the form of rhlAB structural genes in E14

Рис. 3. Результаты ИК-Фурье спектрометрии экстрактов рамнолипидов: 
A – P. aeruginosa ATCC 9027 (ВКПМ В-6643), B – трансформант E14

Fig. 3. Results of FT-IR spectrometry of rhamnolipid extracts: 
A – P. aeruginosa ATCC 9027 (VKPM V-6643), B – transformant E14
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Рис. 2. Результаты индикаторного анализа наличия рамнолипидов в культуральной жидкости 
у исходных штаммов (обозначенных В-6643, BLWT, AlC1223) и трансформантов E1–E21 

при помощи реактива со CTAB и метиленовым синим. Положительная реакция у Е14 
и у P. aeruginosa ATCC 9027 (ВКПМ В-6643) в виде образования синего осадка

Fig. 2. Results of indicator analysis of the presence of rhamnolipids in the culture liquid 
of the strains used and E1–E21 using a reagent with CTAB and methylene blue. A positive reaction 

in E14 and P. aeruginosa ATCC 9027 in the form of the formation of blue precipitate

Рис. 5. Результаты индикаторного анализа наличия рамнолипидов в культуральной жидкости. 
Положительная реакция у трансформантов P5, P6, P8 в виде образования светло-синего осадка

Fig. 5. Results of indicator analysis of the presence of rhamnolipids in the culture fluid. 
Positive reaction in transformants P5, P6, P8 in the form of the formation of a light blue precipitate
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были выбраны колонии Р1–Р12, как имеющие 
вставку, наличие вставки было подтверждено 
при помощи ПЦР с использованием пары прай-
меров к границам структурных генов рамно-
зилтрансферазы rhlAB с искомой длиной фраг-
мента у трансформантов Р5, Р6 и Р8 (рис. 4).

В индикаторном тесте с метиленовым 
синим и цетилтриметиламмониум бромидом  
у трансформантов Р5, Р6 и Р8 был подтверж-
дён синтез целевых продуктов – рамнолипидов 
(рис. 5, см. цв. вкладку IV).

В результате гравиметрической оценки 
этилацетатных экстрактов культуральных 
жидкостей трансформантов Р5, Р6 и Р8 су-
хая масса экстрактов составила 166,00±0,05; 
100,00±0,05; 90,00±0,05 мг соответственно.  
С учётом изначально отобранной для экстрак-
ции пробы 0,5 мл продуктивность трансфор-
мантов Р5, Р6 и Р8 составляет, соответственно, 
332,00±0,10, 200,00±0,10, 180,00±0,10 г/л 
рамнолипидов. Методом ИК-Фурье спек-
трометрии по наличию характерных пиков 
в областях 3600–3200 и 1800–1200 см-1 [17] 
подтверждено наличие рамнолипидов в по-
лученных экстрактах (рис. 6).

Выводы

В результате проделанной работы был 
получен гетерологичный продуцент рамно-
липидов трансформант E14 на основе генно-
инженерного E. coli BLWT. Он обладает спо-. Он обладает спо-
собностью к биосинтезу рамнолипидов, что 
подтверждается совпадениями в ИК-Фурье 
спектрах в характерных для рамнолипидов 
областях – 3600–3200 см-1, 1800–1200 см-1, 
экстрактов бесклеточных культуральных жид-
костей исходного продуцента и полученного 
гетерологичного продуцента. Продуктивность 
трансформанта Е14 составила 3,40±0,96 г/л 
рамнолипида.

На основе штамма P. viridiflava AlC1223 
по аналогичной методике были получены 
три гетерологичных продуцента рекомби-
нантных рамнолипидов трансформанты P5, 
P6, P8, у которых продуктивность составила, 
соответственно, 332,00±0,10, 200,00±0,10, 
180,00±0,10 г/л.

Существенная разница в продукции 
рамнолипидов у различных трансформантов 
может быть объяснена следующими причина-

Рис. 4. Электрофореграмма результатов ПЦР на наличие вставки в виде структурных генов rhlAB 
у P1–P12. Целевой фрагмент подтверждён у трансформантов P5, P6, P8

Fig. 4. Electrophoregram of PCR results for the presence of an insert in the form 
of the rhlAB structural genes in P1–P12. P5, P6, P8 have the target fragment
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ми: бактерии P. viridiflava AlC1223 обладают 
большей генетической и метаболитической 
близостью к основному продуценту, потому 
вставка в них работает эффективнее, чем  
в E. coli BLWT; разница в продуктивности 
у трансформантов P5, P6, P8 может быть объ-
яснена тем, что при холодовом шоке в ходе 
трансформации могли возникнуть мутации, 
которые привели к различиям в уровнях ак-
тивности вставки.

В дальнейшем для полученных транс-
формантов будут оптимизированы условия 
культивирования с целью получения макси-
мальных выходов целевого продукта. Рам-
нолипиды и их продуценты станут основой 
технологии производства биопрепарата для 
ремедиации загрязнённых нефтепродуктами 
природных объектов. 
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