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Резюме. В работе представлены результаты исследований по разработке молекулярно-генетической системы детекции 
уровня экспрессии генов, участвующих в синтезе лактата и целлюлазы при культивировании Heyndrickxia coagulans на 
различных питательных средах.Определена структура биохимических путей гликолиза Heyndrickxia coagulans и фер-
менты, участвующие в метаболизме углеводов. В системе NCBI проведено выравнивание генов и поиск консервативных 
участков – потенциальных кандидатов для разработки молекулярно-генетической системы детекции. Подобраны прай-
мерные системы для генов L-лактатдегидрогеназы (f GAAGCCATGGACCTGAACCA, r ATGACAACAAGATCGGCAGTG) и полига-
лактуроназы (f GGTACTGGATGGCGACAACA, r AGCCTCGTTGTTTCCGCTTA). При проведении ПЦР изоляция РНК была прове-
дена с использованием методики сепарации нуклеиновых кислот на магнитных частицах с последующей обработкой 
элюента ДНК-азой. Контрольная реакция наличия следовых количеств ДНК была проведена с использованием получен-
ных праймеров с исключением стадии обратной транскрипции. Установлено, что обработка элюента ферментом ДНК-
азой в течение 60 минут приводила к отсутствию амплификации в ПЦР и пригодна для определения экспрессированной 
РНК. Коэффициент экспрессии генов определяли в ПЦР без обратной транскрипции, как соотношение Ct в реакции с РНК 
к величине Ct в реакции с ДНК. Разработанная молекулярно-генетическая система детекции уровня экспрессии генов, 
участвующих в синтезе лактата и целлюлазы при культивировании штамма Heyndrickxia coagulans В.со.80 позволила по-
добрать питательную среду (№2), с оптимальным составом, способствующую получению бактериальной массы с макси-
мальным уровнем экспрессии генов L-лактатдегидрогеназы и полигалактуроназы. Штамм Heyndrickxia coagulans В.со.80 
является производственно-перспективным для включения его в состав пробиотической биокомпозиции.  
Ключевые слова: Heyndrickxia coagulans, экспрессия, гены, ПЦР, ДНК, РНК, лактатдегидрогеназа, полигалактуроназа. 
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Abstract. This study presents the development of a molecular genetic system for detecting the expression levels of genes 
involved in lactate and cellulase synthesis during the cultivation of Heyndrickxia coagulans on various nutrient media. 
The biochemical pathways of glycolysis in Heyndrickxia coagulans and the enzymes participating in carbohydrate me-
tabolism were identified. Gene alignment and the search for conserved regions—potential candidates for the develop-
ment of a molecular genetic detection system—were conducted using the NCBI system. Primer systems were designed 
for the L-lactate dehydrogenase gene (f GAAGCCATGGACCTGAACCA, r ATGACAACAAGATCGGCAGTG) and the polygalac-
turonase gene (f GGTACTGGATGGCGACAACA, r AGCCTCGTTGTTTCCGCTTA). 
During PCR, RNA isolation was performed using a nucleic acid separation method on magnetic particles, followed by 
DNase treatment of the eluate. A control reaction for the presence of trace amounts of DNA was carried out using the 
selected primers, excluding the reverse transcription stage. It was established that treating the eluate with DNase en-
zyme for 60 minutes resulted in no PCR amplification, making the method suitable for detecting expressed RNA. The 
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gene expression coefficient was determined in PCR without reverse transcription as the ratio of Ct in the RNA reaction 
to Ct in the DNA reaction. The developed molecular genetic system for detecting the expression levels of genes involved 
in lactate and cellulase synthesis during the cultivation of Heyndrickxia coagulans strain B.co.80 enabled the selection 
of an optimal nutrient medium (No. 2). This medium supported bacterial biomass production with the highest expression 
levels of L-lactate dehydrogenase and polygalacturonase genes. The Heyndrickxia coagulans strain B.co.80 is production-
oriented and shows potential for inclusion in probiotic biocompositions. 
Keywords: Heyndrickxia coagulans, expression, genes, PCR, DNA, RNA, lactate dehydrogenase, polygalacturonase. 
For citation: Development of a molecular genetic system for detecting the expression levels of Heyndrickxia coagulans 
genes / E. V. Suldina, N. A. Feoktistova, I. S. Raksina, et al. // Vestnik of Ulyanovsk State Agrarian University. 2024. No. 3 
(67). pp. 109–116. doi:10.18286/1816-4501-2024-3-109-116. 

Исследования проводятся в соответствии с тематическим планом научно-исследовательских работ, 
выполняемых по заданию МСХ РФ в 2024 году. 

Введение  
В связи с прогнозируемым быстрым ростом населе-

ния планеты, которое, по оценкам, к 2050 г. достигнет по-
чти 10 миллиардов человек [1], продовольственная без-
опасность в настоящее время является одной из важных 
мировых проблем. Помимо удовлетворения базовых по-
требностей в продуктах питания уязвимых групп населе-
ния прогресс в экономическом и городском развитии и 
связанный с ним рост доходов привели к увеличению 
спроса на более качественные и полезные для здоровья 
продукты. Таким образом, к 2050 г. мировой спрос на 
продовольствие, необходимый для обеспечения расту-
щего населения планеты, увеличится на 56 % [1]. Со-
гласно последним оценкам, к 2050 г. спрос на мясные 
продукты удвоится [2], а недостаток молочных продуктов 
на рынке регистрируется уже сейчас [3]. Чтобы обеспе-
чить растущий спрос производителям необходимо внед-
рять высокоинтенсивные системы ведения сельского хо-
зяйства. Потребность в повышении эффективности жи-
вотноводства ранее удовлетворялась за счёт использова-
ния антибиотиков [4-7], которые способствовали повы-
шению продуктивности при одновременном снижении 
рисков распространения инфекционных заболеваний в 
животноводстве. Из-за развивающейся устойчивости 
микроорганизмов к противомикробным препаратам их 
использование ограничено, что привело к растущей по-
требности в альтернативах антибиотикам для повыше-
ния продовольственной безопасности [8-10]. Пробио-
тики привлекают внимание как один из потенциальных 
заменителей антибиотиков в качестве стимуляторов ро-
ста [11-12]. Эндоспорообразующие бациллы являются 
многообещающими кандидатами в качестве пробиоти-
ков благодаря своей стабильности и экономической вы-
годе. Heyndrickxia coagulans, как правило, считаются без-
опасными для производства кормов, ферментов или ис-
пользования в качестве пробиотиков. Их способность вы-
рабатывать ферменты, в том числе целлюлазу и лактат 
[13-17] также является привлекательной особенно-
стью. Споры, образуемые H. coagulans, делают пробио-
тики более устойчивыми к воздействию желудочного 
сока и кишечной среды [18-19].  

Целью экспериментов стала разработка молеку-
лярно-генетической системы детекции уровня экспрес-
сии генов, участвующих в синтезе лактата и целлюлазы 

при культивировании Heyndrickxia coagulans на различ-
ных питательных средах. 

Материалы и методы 
Штамм Heyndrickxia coagulans (Bacillus coagulans) 

В.со.80, выделенный авторами из проб почвы, обладает 
характерными для данного вида бактерий свойствами. 

Питательные среды:  
1. Состав: пептон  ̠10,0; дрожжевой экстракт - 5,0; 

глюкоза - 10,0; агар микробиологический  ̠ 15,0; рН 
6,8…7,0.  

2. Состав: пептон ˗10,0; дрожжевой экстракт ˗10,0; 
глюкоза ̠  20,0; агар микробиологический ̠  15,0; твин-80 ̠  
1,0; калия гидрофосфат  ̠2,0; натрия ацетат - 5,0; триам-
мония цитрат  ̠2,0; магния сульфат  ̠0,2; марганца суль-
фат - 0,05; рН - 7,2…7,5.  

3. Состав: гидролизат казеина  ̠ 10,0; дрожжевой 
экстракт ̠  1,0; глюкоза ̠  5,0; калия гидрофосфат ̠  1,25; агар 
микробиологический ̠  15,0; рН 6,8…7,0.  

4. Состав: пептон - 10,0, мясной экстракт 11,0 ± 1,0, 
натрия хлорид - 5,0, агар микробиологический - 15,0; по-
рошок кукурузного экстракта - 7,0; рН 6,8 - 7,0. 

Для подбора и оптимизации праймеров использо-
вали ресурсы NCBI: BLAST nucleotide и PRIMER BLAST. Вы-
деление нуклеиновых кислот бактерий проводили при 
помощи набора РеалБест УниМаг («Вектор Бест», РФ). 
Для очистки РНК от фрагментов ДНК использовали 
ДНКазу («Синтол», РФ), для получения очищенной ДНК от 
РНК применяли РНКазу («Синтол», РФ). Все исследования 
проводили согласно инструкции производителей. Для 
изучения экспрессии целевых участков гена был исполь-
зован «Набор реагентов для проведения ПЦР совмещен-
ной с реакцией обратной транскрипции (ПЦР-ОТ) («Син-
тол», РФ). 

Эксперименты проводили в соответствии с оптими-
зированным протоколом (табл. 1).  

 
Таблица 1. Протокол ОТ-ПЦР 

Шаг Темпера-
тура Время Повтор Флуорес-

ценция 
1 50°С 45 мин 1  
2 95°С 5 мин 1  

3 
95°С 10 сек 

45 
 

60°С 30 сек √ (Syber 
Green) 

 
 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/growth-promotor
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/growth-promotor
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/endospore
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Результаты 
Для разработки системы детекции активности 

секреции ферментов, участвующих в синтезе лак-
тата Heyndrickxia coagulans (Bacillus coagulans), необ-
ходимы данные о структуре генов, фланкирующих 
ферменты соответствующих метаболических путей. 

Для анализа необходимой информации нами была 
использована база данных метаболических путей 
KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
(https://www.kegg.jp/).  

Был определен путь образования лактата при 
метаболизме глюкозы: 

 
Рис.1. Структура биохимических путей гликолиза Heyndrickxia coagulans 

 
Затем были определены ферменты, участвующие в метаболизме.  

 
Рис. 2. Информация о ферменте лактатдегидрогеназа 

Фермент лактатдегидрогеназа участвует в ме-
таболизмах углеводов, одним из конечных продук-
тов которого является лактат. 

Для дизайна молекулярно-генетической си-
стемы детекции данного фермента определили 
сиквенсовую структуру кодирующего гена. 

В системе NCBI было проведено выравнивание 
гена и поиск консервативных участков – потенциаль-
ных кандидатов для разработки молекулярно-гене-
тической системы детекции L-лактатдегидрогеназы 
(рис. 3-4). Информация о подобранных праймерах 
представлена в таблице 2.  
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Рис. 3. Структура консервативных участков гена L-лактатдегидрогеназы 
 

 
Рис. 4. Праймерные системы для гена L-лактатдегидрогеназы 

 
Таблица 2. Праймерные системы гена L-лактатдегидрогеназы 

Последовательность (5'->3') 
Прямой праймер Обратный праймер 

GAAGCCATGGACCTGAACCA ATGACAACAAGATCGGCAGTG 

Длинна праймера 20 21 

Начало 2929176 2929276 

Конец 2929195 2929256 

Температура плавления 59.96 58.92 

%GC 55.00 47.62 

Длинна продукта 101 

 
После синтеза олигонуклеотидов были прове-

дены эксперименты по определению экспрессии L-
лактатдегидрогеназы для штамма Heyndrickxia 
coagulans В.со.80 при различных условиях культиви-
рования. При проведении ПЦР изоляция РНК была 
проведена с использованием методики сепарации 
нуклеиновых кислот на магнитных частицах с после-
дующей обработкой элюента ДНК-азой. Контроль-
ная реакция наличия следовых количеств ДНК была 
проведена с использованием полученных прайме-
ров с исключением стадии обратной транскрипции 
(фермент MMLV и рандомные праймеры также 
были исключены). В результате экспериментов по 
оптимизации контрольной реакции было опреде-
лено, что обработка элюента ферментом ДНК-азой в 
течение 60 минут приводила к отсутствию 

амплификации в ПЦР, т.е. приводила к полному раз-
рушению ДНК и была пригодна для дальнейшего ис-
пользования в экспериментах по определению экс-
прессированной РНК.  

Для определения коэффициента экспрессии 
гена L-лактатдегидрогеназы также была проведена 
ПЦР без обратной транскрипции с такими же алик-
вотами элюента нуклеиновых кислот. Для исключе-
ния влияния РНК на ПЦР одна из частей аликовот 
была обработана ферментом РНК-азой в течение 30 
минут.  

Таким образом, коэффициент экспрессии опре-
делялся как соотношение Ct в реакции с РНК к вели-
чине Ct в реакции с ДНК данной пробы. Результаты 
представлены на рисунках 5-6 и в таблице 3. 
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 Рис. 5. Результаты амплификации ОТ-ПЦР 

 Рис. 6. Результаты амплификации ПЦР 
 
Таблица 3. Данные экспрессии гена L-лактатдегидрогеназы Heyndrickxia coagulans В.со.80 при культиви-

ровании на разных питательных средах 

Среда культивирования Ct, РНК Ct, ДНК ∆Ct 

1 25,1 27,1 -2,0 

1 25,0 26,9 -1,9 

2 25,2 26,8 -1,6 

2 24,8 27,1 -2,3 

3 26,6 27,6 -1,0 

3 26,3 27,5 -1,2 

4 26,4 27,4 -1,0 

4 26,5 28,1 -1,6 

 
По результатам экспериментов максимальный 

уровень экспрессии гена L-лактатдегидрогеназы 
был достигнут при использовании 1 и 2 питательных 
сред для культивирования. 

Аналогичная работа была проведена для опре-
деления экспрессии гена, кодирующего фермент 
целлюлазы (полигалактуроназы) (рис.7-8). Инфор-
мация о подобранных праймерах представлена в 
таблице 4. 

 

 
Рис. 7. Выравнивание гена полигалактуроназы Heyndrickxia coagulans 
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Рис. 8. Праймерные системы для гена полигалактуроназы 

 
Таблица 4. Праймерные системы гена полигалактуроназы 

Последовательность (5'->3') 
Прямой праймер Обратный праймер 

GGTACTGGATGGCGACAACA AGCCTCGTTGTTTCCGCTTA 
Длинна праймера 20 20 

Начало 2600835 2600940 
Конец 2600854 2600921 

Температура плавления 60.04 59.97 
%GC 55.00 50.00 

Длинна продукта 106 
 
Результаты амплификации представлены на рисунках 9-10 и в таблице 5. 
 

 

 
 
 
Рис. 9. Результаты амплификации ОТ-ПЦР 

 

 
 
 
 
Рис. 10. Результаты амплификации ПЦР 

 
Таблица 5. Данные экспрессии гена полигалактуроназы Heyndrickxia coagulans В.со.80 при культивирова-

нии на разных питательных средах 
 

Среда культивирования Ct, РНК Ct, ДНК ∆Ct 
1 28,1 29,6 -1,5 
1 28,6 29,7 -1,1 
2 27,7 29,7 -2,0 
2 27,9 29,4 -1,5 
3 27,8 28,5 -0,7 
3 28,2 28,5 -0,3 
4 27,9 29,4 -1,5 
4 27,9 29,4 -1,5 
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По результатам экспериментов максимальный 
уровень экспрессии гена полигалактуроназы был 
достигнут при использовании 2 и 4 питательных 
сред для культивирования. 

Обсуждение  
В основе определения прогнозируемого прояв-

ления пробиотических свойств бактерий лежит при-
менение молекулярно-генетического метода опре-
деления экспрессии генов изучаемых свойств при 
изменении условий их культивирования. Примене-
ние метода ПЦР по сравнению с классическими ме-
тодами культивирования при определении метабо-
лической бактериальной активности имеет преиму-
щество по времени получения результатов, усиле-
ния сигнала экспрессируемых генов, ограниченного 
периодом действия стимулятора, временем 
наибольшей экспрессии генов активных метаболи-
тов и составляет не более 4 часов. Для установления 

уровня экспрессии в качестве нормирования было 
использовано определение ДНК указанных генов. 
На основании проведенных экспериментов были 
получены данные по оптимизации протоколов про-
ведения молекулярно-генетических исследований 
генов активных метаболитов, кодирующих выра-
ботку целлюлазы и лактата на различных питатель-
ных средах.  

Заключение 
Разработанная молекулярно-генетическая си-

стема детекции уровня экспрессии генов, участвую-
щих в синтезе лактата и целлюлазы при культивиро-
вании штамма Heyndrickxia coagulans В.со.80, позво-
лила подобрать питательную среду (состав №2) с оп-
тимальным составом, способствующую получению 
бактериальной массы с максимальным уровнем экс-
прессии генов L-лактатдегидрогеназы и полигалак-
туроназы. 
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