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Впервые были выделены бактериофаги, специфичные для Rhodococcus aetherivorans, и впервые была 
показана перспективность беспозвоночных (в частности, Hyalophora cecropia, Eisenia fetida) как объ-
ектов для скрининга фаговой флоры представителей рода Rhodococcus. Часть выделенных фагов 
была способна расти на R. ruber и R. qingshengii. Была разработана эффективная методика размно-
жения бактериофага в жидкой культуре R. aetherivorans. Найденные бактериофаги могут быть ис-
пользованы для разработки эффективных генетических инструментов для Rhodococcus, в том числе 
и промышленно значимых штаммов.

Ключевые слова: Rhodococcus, бактериофаг, микробиота беспозвоночных, рекомбиназы, recET

DOI: 10.31857/S0026365624040084

Бактерии рода Rhodococcus обладают большим 
биотехнологическим потенциалом в силу их спо-
собностей к биотрансформации и биосинтезу ши-
рокого круга органических молекул, таких, как 
лигноцеллюлоза, акриловые мономеры, триацил-
глицеролы, полигидроксиалканоаты, гликоли-
пидные биосурфактанты, стероиды (Larkin et al., 
2005; Martinkova et al., 2009; Kim et al., 2018). Раз-
работка высокоактивных промышленно-значи-
мых штаммов этих бактерий сдерживается огра-
ниченной доступностью методов редактирования 
их генома, а именно, методов введения, замены 
и удаления генов, фрагментов генома и отдель-
ных нуклеотидов (см. Grechishnikova et al., 2022; 
Liang et al., 2021).

Одним из  путей расширения арсенала таких 
методов является поиск новых генов, кодирую-
щих эффективные нуклеазы, рекомбиназы, инте-
гразы, то есть ферменты, способные направленно 
изменять последовательность ДНК. Богатейшим 
источником разнообразия таких генов являются 
геномы бактериофагов, поэтому обнаруживае-
мые в природе фаги могут быть ценным источни-
ком генетического инструментария такого рода. 
Для бактерий E. coli сегодня активно применяют-
ся методы редактирования генома, основанные 
на рекомбинационных системах бактериофагов 
(Bubnov et  al., 2022). Как правило, активность 

у  фаговых рекомбиназ существенно выше, чем 
у бактериальных, что и является решающим фак-
тором для их широкого применения. Для бакте-
рий Rhodococcus такие подходы пока единичны 
(Liang et al., 2020), в первую очередь из-за недо-
статка эффективно работающих в  родококках 
рекомбиназ. Эффективность функционирования 
фаговых генов в Rhodococcus (как и в клетках бак-
терий других родов) существенно зависит от оп-
тимизированности их  экспрессии, т.е. сходных 
с хозяином кодонных предпочтений и других осо-
бенностей. В силу этого, наиболее перспективным 
путем поиска новых ферментов для редактирова-
ния в Rhodococcus является поиск бактериофагов, 
способных размножаться на культурах этих бак-
терий. В  российских и  зарубежных коллекциях 
микроорганизмов количество таких изолятов не-
велико по сравнению с бактериофагами E. coli.

Мы провели анализ находящихся в открытом 
доступе геномов фагов, специфичных в отноше-
нии Rhodococcus (более 70), и выяснили, что лишь 
три генома содержат рекомбиназы RecET семей-
ства, для которых показана функциональность 
в бактериях. Эти результаты указывают на то, что 
для расширения разнообразия рекомбиназ и выбо-
ра наиболее эффективных из них необходим поиск 
новых бактериофагов, специфичных в отношении 
Rhodococcus.

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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Целями настоящей работы были поиск в при-
роде бактериофагов, способных размножаться 
на промышленно-значимых штаммах Rhodococcus, 
определение видоспецифичности изолятов и оп-
тимизация методики выделения ДНК таких фа-
гов, пригодной для молекулярно-биологических 
исследований.

В качестве бактерий-хозяев для исследо-
вания были выбраны промышленно значи-
мые штаммы-биокатализаторы из  коллекции 
ВКПМ R. aetherivorans Ас-926 (SU 1731814, 1990) 
и R aetherivorans Ac-2610 (US 20140187818A1, 2014).

Бактерии рода Rhodococcus являются типичными 
представителями почвенной микрофлоры. Однако 
ряд штаммов был обнаружен в составе микробиоты 
кровососущих насекомых (Yassin, 2005), различных 
полужесткокрылых (Salcedo-Porras et al., 2020), ми-
кробиоты тараканов (Guzman et al., 2021) и в ки-
шечнике некоторых вредителей сельскохозяй-
ственных культур. В связи с этим поиск штаммов 
проводился не  только в  разнообразных почвен-
ных, компостных и водных образцах, полученных 
из различных природных зон, но также и в образ-
цах экскрементов различных насекомых и иных 
беспозвоночных (Hyalophora cecropia, Medauroidea 
extradentata, Peruphasma schultei, Sungaya inexpectata, 
Eisenia fetida).

Фаги были изолированы методом обогащения 
(по Summer et al., 2011). Для этого 10–15 г матери-
ала образцов смешивали с 50 мл стерильной жидкой 
среды LB (триптон казеиновый – 10 г, дрожжевой 
экстракт – 5 г, NaCl – 7 г, H2Oдист. – до 1 л; pH 7.0), 
содержавшей 1% хлороформа, инкубировали 4 ч при 
30°С, 300 об./мин, затем отделяли осадок центри-
фугированием (10 мин, 10 тыс. об./мин). Надоса-
дочную жидкость фильтровали через 0.22  мкм 
шприцевой фильтр (“Merck”), затем не  ме-
нее 5 мл фильтрата добавляли к 45 мл культуры 
R.  aetherivorans в  среде LB  в логарифмической 
стадии роста (ОП600 0.6), с последующей инку-
бацией в течение 4 ч при 30°С без перемешива-
ния. Далее культуру продолжали культивировать 
в течение ночи при 30°С, 300 об./мин. Далее до-
бавляли хлороформ до 1% и продолжали инкуби-
рование при тех же условиях в течение 30 мин. По-
сле инкубации отделяли бактериальную биомассу 
центрифугированием с  последующим фильтро-
ванием через 0.22 мкм фильтр, фильтрат исполь-
зовали для дальнейшей работы. Для изоляции, 
получения чистых культур и наработки посевных 
культур бактериофагов и культур штаммов-хозяев 
использовали агаризованную среду LB (для полу-
чения агаризованной среды дополнительно добав-
лялся агар-агар, 15 г/л). Верхний агар имел сле-
дующий состав (г/л): триптон казеиновый – 10, 
NaCl – 5, агар-агар – 10, H2Oдист. – до 1 л; pH 7.0. 
После автоклавирования в верхний агар добавляли 
5 мM MgSO4 · 7H2O, 5 мM CaCl2 и глюкозу до 0.04%. 

Для получения негативных колоний бактериофагов 
из обогащенных культур 1 мл фильтрата смешива-
ли с 1 мл расплавленного и охлажденного до 48°С 
верхнего агара с  суспензией клеток Rhodococcus 
(конечная концентрация агар-агара в верхнем ага-
ре 0.5%). При необходимости использовали раз-
ведения фильтрата. Чистые культуры бактерио-
фагов получали путем неоднократной изоляции 
отдельной негативной колонии, ее суспендирова-
ния в фаговом буфере (10 мM Tris·HCl с pH 7.6, 
5 мM MgSO4 · 7H2O, 0.01% желатин), разведения 
и посева (не менее 3–4 “раундов” очистки).

Наибольшее разнообразие штаммов бактерио
фагов R. aetherivorans удалось обнаружить в  об-
разцах зрелых компостов из  различных геогра-
фических зон, а также из экскрементов гусениц 
и дождевых червей. Насколько нам известно, это 
первое сообщение о  выделении бактериофагов, 
специфичных для R. aetherivorans. Кроме того, 
мы впервые показали, что экскременты беспоз-
воночных являются перспективным источником 
бактериофагов родококков. Из водных образцов, 
взятых как в морских, так и пресных биотопах, вы-
делить бактериофаги Rhodococcus не удалось.

Часть чистых культур фагов были использованы 
для капельного теста на видоспецифичность, прово-
дившегося, как описано ранее, (Бактериофаги, 2012) 
на штаммах, полученных из ВКПМ. Анализ бакте-
риофагов, выделенных из микробиоты Hyalophora 
cecropia, показал частичную перекрестную видо-
специфичность с  R. ruber Aс-1801, R. qingshengii 
Ас-1800, R. qingshengii Ac-1793, но не со штаммами 
R. erytropolis и R. rhodochrous. Большинство из про-
тестированных изолятов (15 изолятов) были специ
фичны по отношению к R. aetherivorans (табл. 1).

Полученные изоляты были депонированы 
в НБРЦ ВКПМ.

На последнем этапе нашей работы, для получе-
ния больших объемов фаголизатов с высоким ти-
тром для целей выделения ДНК для секвенирова-
ния, депонирования штаммов и закладки их в ла-
бораторную коллекцию нами была разработана 
методика наработки бактериофагов с использова-
нием жидких культур R. aetherivorans. Культиви-
рование проводили в 50 мл разбавленной среды 
LB (г/л): триптон – 5, дрожжевой экстракт – 2.5, 
NaCl – 4. Колбы Эрленмейера с 50 мл среды за-
севали ночной культурой R. aetherivorans до ОП600 
не менее 0.8, после чего заражали посевной куль-
турой бактериофага (конечные значения титра – 
не менее 105 БОЕ/колбу). Посевные культуры для 
получения больших объемов фаголизатов получа-
ли путем смыва верхнего агара фаговым буфером 
с  последующим фильтрованием через 0.22-мкм 
шприцевые фильтры. Зараженную фагом культуру 
культивировали в термостате при 30°С без переме-
шивания в течение не менее 4 ч с последующим куль-
тивированием не менее 12 ч при 30°С, 300 об./мин. 
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Дополнительный цикл культивирования – 4 ч 30°С 
без перемешивания, с последующим культивиро-
ванием не менее 4 ч при 30°С и 300 об./мин повы-
шал выход бактериофага примерно на 10%. Далее 
к фаголизату добавляли хлороформ до конечной 
концентрации 0.1% и культивирование с переме-
шиванием продолжали еще 30 мин. Лизат центри-
фугировали при 4°С, 12000 об./мин и фильтрова-
ли через 0.22-мкм шприцевые фильтры (“Merck”). 
Титр бактериофагов в  лизатах, приготовленных 
таким образом, колебался от 109 до 1011 БОЕ/мл 
(в зависимости от штамма).

Геномную ДНК бактериофагов выделяли фе-
нольным методом, как описано в работе (Petrovski 
et al., 2011), со следующей модификацией: перед 
стадией обработки фенолом образец смешивали 
с равным объемом гуанидинового буфера (Тритон 

Х100 3%, гуанидин гидрохлорид 5%, Трис HCl 
pH 8.0 10 мM, ЭДТА 0.2 мM, H2Odist – до 1 л).

Геномная ДНК из найденных нами 25 новых 
штаммов бактериофагов R. aetherivorans была вы-
делена, как описано выше. Качество препаратов 
геномной ДНК проверяли гель-электрофорезом, 
рестрикционным анализом и  ПЦР. Оказалось, 
что препараты ДНК выглядели как гомогенная 
полоса с молекулярным весом около 40 т.п.н., что 
говорит об отсутствии значительных примесей бо-
лее тяжелой хромосомной ДНК бактерий и про-
дуктов ее  деградации. При гидролизе рестрик-
тазами ДНК бактериофагов давала характерный 
воспроизводимый профиль фрагментов различ-
ного веса (данные не приведены), что указывает 
на достаточную для молекулярно-биологических 
операций чистоту препарата.

Таблица 1. Оценка видоспецифичности выделенных фагов в отношении некоторых видов рода Rhodococcus 
№
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11 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
12 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
13 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
14 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет

15 Лизис Лизис Неполный 
лизис Нет Нет Нет Нет

16 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
32 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
33 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
34 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
35 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
36 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет

37 Лизис Лизис Неполный 
лизис Нет Нет Нет Нет

38 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
39 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
C1 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет

C2 Лизис Лизис Неполный 
лизис Нет Нет Нет Нет

C3 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
C4 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет

C5 Лизис Лизис Лизис Неполный 
лизис 

Неполный 
лизис Нет Нет

C6 Лизис Лизис Неполный 
лизис

Неполный 
лизис

Неполный 
лизис Нет Нет

Примечание. Штаммы 11–39 были выделены из различных образцов компоста; штаммы С1–С6 были выделены из экс-
крементов Hyalophora cecropia. Показаны не все выделенные штаммы.
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Таким образом, в работе впервые были выде
лены бактериофаги, специфичные для R. aethe
rivorans, и  впервые была показана перспектив-
ность беспозвоночных как объектов для скри-
нинга фаговой флоры представителей рода 
Rhodococcus. Была разработана методика наработ-
ки суспензий бактериофагов с высоким титром 
с использованием жидких культур R. aetherivorans. 
Найденные бактериофаги могут быть использо-
ваны для разработки эффективных молекуляр-
но-биологических инструментов для Rhodococcus 
aetherivorans, в том числе и промышленно значи-
мых штаммов представителей этого вида.
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Search for Bacteriophages Specific against Members 
of the Genus Rhodococcus
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Abstract. This is the first report on the isolation of Rhodococcus aetherivorans-specific bacteriophages and 
of applicability of such invertebrates as Hyalophora cecropia and Eisenia fetida as objects for screening 
the phage microflora of Rhodococcus species. Some of  the isolated phages were capable of growth 
of R. ruber and R. qingshengii. An efficient procedure for bacteriophage reproduction in the liquid culture 
of R. aetherivorans was developed. The revealed bacteriophages may be used for development of efficient 
genetic tools for Rhodococcus strains, including the industrially significant ones.

Keywords: Rhodococcus, bacteriophage, invertebrate microbiota, recombinases, recET
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