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c* Регуляция некоторых генов с участием тран�
скрипционного фактора NtcA экспериментально
показана при исследовании только четырех видов
цианобактерий: Anabaena sp. PCC 7120 (Nostoc sp.
PCC 7120), Synechocystis sp. PCC 6803, S. sp. WH 8102
и S. elongatus PCC 7942 [1–7]. Фактор NtcA у Anabae�
na sp. PCC 7120 представляет собой димер [1]; по�
крываемая им область на ДНК несколько асиммет�
рична относительно центра палиндромной части
сайта связывания [2]; эта область длиннее ранее
описанного сайта связывания. Консенсус сайтов
определен на основании выравнивания небольшо�
го числа нуклеотидных последовательностей, вхо�
дящих в регуляторные области генов, и имел длину
14 п.н. [3]. Регуляция двух генов с участием трас�
крипционного фактора NtcВ экспериментально
показана у тех же видов и у цианобактерии Leptolyn�
gbya boryana [8–9]. Во всех исследованных случаях
сайты связывания этих двух факторов расположены
рядом, позиционно сцеплены. NtcA активирует ге�
ны ферментов метаболизма азота: глутаминсинте�
тазу I�го типа (GlnA), глутаминсинтетазу III�го типа
(GlnN), изоцитратдегидрогеназу (Isd), ферредок�
син�зависимую нитритредуктазу (NirA), нитратре�
дуктазу (NarB), гены транспортеров аммония
(AmtB), нитрата (NrtA), карбамида (UrtA) и специ�
фичного для гетероцист ABC�транспортера
(DevBCA), а также ген белка UreE, связанного с
карбамид�амидогидролазой, гены самих тран�
скрипционных факторов, факторов NtcA и NtcB и
сигнального белка GlnB из семейства pII [10]. Акти�
вируются также гены нескольких ферментов, непо�
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средственно не связанных с метаболизмом азота, а
именно – рибулозо�5�фосфат�3�эпимеразы (Rpe),
рибулозо�биcфосфаткарбоксилазы (РБФК, участ�
вует в фиксации углерода и кодируется опероном
rbcSL), а также гены системы транспорта бикарбо�
ната (CmpABCD). 

Известно только два NtcA�репрессируемых ге�
на – gifA и gifB, которые кодируют факторы инакти�
вации глутаминсинтетазы. Известно также только
два NtcА�активируемых и, одновременно, NtcВ�ре�
гулируемых гена – nrtA и nirA [1–9]. В пластомах
трех видов Rhodophyta (Cyanidium caldarium, Por�
phyra purpurea и P. yezoensis) имеется ген ycf28, коди�
рующий NtcА, однако гена, кодирующего NtcB, не
обнаружено ни в одном пластоме. 

Мы предприняли систематические поиски сай�
тов связывания с ДНК транскрипционных факто�
ров NtcA и NtcB в геномах цианобактерий и хлоро�
пластов Rhodophyta. Последовательность шагов ис�
пользованной методики выделена ниже курсивом.
Методика не является алгоритмической и имеет
интерактивный характер. 

Во�первых, из результатов опубликованных ра�
нее работ [1–9] отбирали гены, регуляция экспрес�
сии которых фактором NtcA или фактором NtcB
показана хотя бы в одном из видов; рассматрива�
лись также случаи, когда фактор изменения кон�
центрации какого�либо соединения азота был не�
известен. Эти сведения черпали из эксперимен�
тальных и, реже, биоинформатических данных. В
последнем случае соответствующее предсказание
было высоковероятным, если судить по результатам
публикаций [1–9]. В этих работах сообщалось, яв�
ляется ли регуляция активацией или репрессией.
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Во�вторых, с использованием программы BLASTp
строили кластеры отобранных ортологичных генов
цианобактерий (у 51 вида). В�третьих, вырезали для
дальнейшего исследования 5'�лидерные области
длиной 600 п.н., располагающиеся перед каждым из
генов этих кластеров. Иногда эти области включали
относительно короткие гены, например, cce_1215
перед геном narB. И, наконец, в каждой из этих ли�
дерных областей проводили совместный поиск по�
тенциальных сайтов связывания и боксов промото�
ра. При поиске случаев активации определяли толь�
ко �10 бокс с tg�расширением, при поиске случаев
репрессии – оба бокса, �35 и �10 с tg�расширением.
Поиск выполняли на нечетных итерациях – по об�
разцу, который интерактивно уточнялся по мере
расширения списка консервативных сайтов, а на
четных итерациях – с использованием программы
поиска мультибоксового регуляторного сигнала в
наборе невыровненных последовательностей [11]. 

Вторая программа работает значительно дольше,
но она точнее в определении промоторов [11]. В
обеих программах нами используются эксперимен�
тальные данные о влиянии нуклеотидных замен в
области промотора на его эффективность [12]. Не�
редко в одной лидерной области обнаруживается не�
сколько последовательностей�кандидатов, состоя�
щих из сайта и промотора. Тогда отбирали лучших
кандидатов в одной лидерной области из некоторого
вида, используя метод множественного выравнива�
ния окрестностей кандидатов перед генами из одно�
го кластера. Выравнивание выполнялось програм�
мой MEGA4 [13] при следующих параметрах: Gap
Opening Penalty=15, Gap Extension Penalty=6.66,
DNA Weight Matrix=IUB, Transition Weight=0.5, Use
Negative Matrix=OFF, Delay Divergent Cutoff=30. Она
применялась, чередуясь с программой множествен�
ного выравнивания последовательностей на основе
данного филогенетического дерева [14]. Програм�
мы и соответствующие им методы [11, 14], в том
числе, метод поиска промоторов, описаны также
ранее [15]. 

Каждой строке выравнивания приписывали харак�
теристику (“качество” сайта длиной 20 п.н.), вычис�
ленную посредством алгоритма [16, 17]. Отметим, что
характеристика сайта определяет тем лучшее его ка�
чество, чем эта характеристика меньше; характери�
стика определяет расстояние от очередного сайта до
заранее выбранного набора экспериментально под�
твержденных сайтов, служащих образцами. Строки с
этой характеристикой выше 29.53 (для NtcA�актива�
ции) и 21.33 (для NtcA�репрессии) не показаны на
рис. 1 (все таблицы и рисунки этой статьи размещены
на вэб�странице http://www.molecbio.com/downloads/
2011/3/supp_lopat_rus.pdf). Строки с этой характери�
стикой выше 21 для NtcВ�регуляции на рис. 2 не по�
казаны. 

Остальные строки выравнивания на этих рисун�
ках сохранены с указанием их характеристики. Ха�

рактеристика для случая NtcA�активации меняется
от 15.76 до 29.53 и для случая NtcA�репрессии – от 6
до 21.33; для случая NtcВ�регуляции – от 8 до 21.
Крайние значения характеристики возникают ред�
ко (рис. 1, 2). Качества (“достоверность”) предска�
занных сайтов описываются характеристикой гру�
бо: например, изменение сайта по сравнению с кон�
сенсусом по одной позиции иногда приводит даже к
небольшому улучшению характеристики, однако,
это не существенно для выделения строк таблицы,
которые содержат потенциальный сайт связыва�
ния. В каждом сайте указаны позиции, в которых он
отличается от наиболее консервативных позиций
консенсуса (таких позиций шесть), и, тем самым,
выявляется число вариабельных позиций по срав�
нению с наиболее консервативной частью консен�
суса. Это число также может служить некоторой
другой характеристикой качества сайта. Ее значе�
ния обычно равны 1 и редко 2.

По выравниванию программой WebLogo [18]
строилось частотное распределение нуклеотидов.
Филогенетические деревья строили при помощи
метода ближайших соседей программой MEGA 4
[13]. Геномы получены из базы данных GenBank. 

Используя описанную методику при изучении
цианобактерий, мы предсказали 477 потенциаль�
ных сайтов связывания транскрипционного факто�
ра NtcA, из них 441 сайт – у видов, эксперименталь�
ных данных по которым нет. Предсказано также 44
сайта связывания траскрипционного фактора NtcB,
из них 40 – у видов, экспериментальных данных по
которым нет. Сайты располагаются перед генами из
24 кластеров ортологичных генов у пятидесяти од�
ного вида. Построены частотные распределения
нуклеотидов в каждом порядке цианобактерий и,
отдельно, в родах, представленных в базе данных
большим числом видов или штаммов (Prochlorocoс�
cus, Synechococcus, Cyanothece, а также для родов Nos�
toc и Anabaena, взятых вместе) (рис. 3). 

Существенно расширено число последователь�
ностей для построения консенсуса сайта связыва�
ния с ДНК транскрипционного фактора NtcA. Те�
перь консенсус представляет собой вырожденный
палиндром с длиной 20 п.н., наиболее консерватив�
ная часть которого имеет вид GTA�8N�TAC (рис. 4a).
Соответствующее множественное выравнивание
показано на рис. 1. Определен консенсус сайтов
связывания фактора NtcВ, имеющий вид TGCA�
5N�TGCA (рис. 4b), по множественному выравни�
ванию, представленному на рис. 2. Наша методика
была применена к следующим 84 кластерам ортоло�
гичных генов: aarF, amtB (amt1), apcF, apcE, apcA,
ccmK, cmpA, cobA, cobB, cpcB, cynA, cynB, cynD, cynS,
devB, icd, isiB, isiA, futC, gifA, gifB, glnA, glnB (glnK),
glnN, gltS, gor, hetC, hetR, hisH, hupS, hypA2, hypB,
metG, moaA, moaC, moeA, mutS, narB, narK (nrtP),
ndhB, nblA, nifH, nirA, nirB, nrtA, nrtC, ntcA, ntcB, pcbD,
pcbA, petH, petF (fdx), psaI, psaB, psaL, psaF, psbA3,
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psbZ, psbB, psbO, psbW, psbE, psb27, rbcL, rnc, rnpB,
rpe, rpoD (sigE, sigB), som, speB, tauA, tauB, tauC, thrC,
trxA, trxM, ureE, ureG, urtA, urtB, urtC, urtD, urtE, xisA
и трем неаннотированным кластерам генов с неиз�
вестными функциями (у Synechococcus sp. WH 8102
это гены SYNW0153, SYNW2097, SYNW2456 [19]).

Из них потенциальными NtcA�регулируемыми
генами являются, в частности, гены glnA, glnN, glnB,
icd, amtB (amt1), gifA, gifB, ntcA, nirA, nirB, narB, narK
(nrtP), ntcB, nrtA, urtA, cynA, speB, mutS, rnc, apcF, som,
psaI, petF (fdx), hupS. Подробнее эти данные приве�
дены на рис. 1 и в табл. 1. На рис. 1 приведены коор�
динаты этих генов. Среди секвенированных пласто�
мов Rhodophyta только ген glnB, как можно предпо�
ложить, регулируется фактором NtcA (см. ниже).
Ген ycf28 ортологичен гену бактериального тран�
скрипционного фактора NtcA из семейства Сrp, ко�
торое характеризуется присутствием консервативно�
го домена PF00325 (табл. 2, составленная по базе
Pfam). Хотя гомологичные ycf28 гены имеются в пла�
стомах всех Rhodophyta (по состоянию на 2010 г.), до�
мен PF00325 сохранился у тех и только тех видов,
чьи пластомы содержат ген glnB, причем последний
позиционно связан с геном rps20. Это виды Cyanidi�
um caldarium (с псевдогеном rps20), Porphyra purpurea
и P. yezoensis.

Состав NtcA�регулона полностью не определял�
ся, так как не всегда очевиден полный состав оперо�
нов, в которые входят найденные NtcA�регулируе�
мые гены; некоторые гены таких оперонов, воз�
можно, даже не секвенированы. Все найденные
нами NtcA�регулируемые гены имеют сайт связы�
вания непосредственно в 5'�лидерной области дли�
ной 600 п.н.; другие гены того же оперона, следую�
щие за этим сайтом, конечно, также регулируются
фактором. 

Тем не менее, можно сделать некоторые заклю�
чения об эволюции NtcA�регулона. В разных по�
рядках цианобактерий она идет по�разному. Наибо�
лее часто наблюдается регуляция генов glnA, nirA,
glnB, ntcA, amtB у представителей Chroococcales,
Gloeobacterales, Nostocales, Oscillatoriales, Prochlo�
rales; гена ntcB – у Chroococcales, Gloeobacterales,
Nostocales, Oscillatoriales; генов gifA, gifB – у Chroo�
coccales, Nostocales, Oscillatoriales; glnN – у Chroo�
coccales, Gloeobacterales; nrtA, icd – у Chroococcales,
Oscillatoriales; narB – только у Chroococcales. Слабо
консервативный сайт связывания NtcA предсказан
у нескольких видов из разных таксономических
групп перед генами gor, petH, rpe, cmpABCD, ureEFG,
urtA. Состав регулона иногда значительно отличает�
ся даже у близких видов. Исчезновение регуляции
гена narB у некоторых Chroococcales связано с
включением его в длинный оперон. Гены транспор�
та мочевины также часто входят в состав длинного
оперона. Вероятно, перед этими генами сайты воз�
никли эволюционно недавно, после перестройки
хромосом, изменившей состав оперонов. У видов

рода Synechococcus ген icd никогда не входит в NtcA�
регулон, а ген amtB входит в его состав у небольшого
числа видов.

Перед генами cynA, devBCA, rbcL, xisA, sigE, nblA,
nrtC, rnpB изредка встречаются сайты у единичных
видов цианобактерий. Они не консервативны даже
у близких видов. Таким образом, хотя имеются экс�
периментальные указания [1–7] на NtcA�регуля�
цию генов cynA и rbcL, сайты перед ними возникли,
по�видимому, относительно недавно; последнее
оказалось возможным благодаря небольшой длине
консервативной части сайта. Сайты перед оперо�
ном devBCA, предсказанные у Acaryochloris marina и
Cylindrospermopsis raciborskii, определяют, по�види�
мому, регуляцию гетероцист, т.е. клеток трихома,
связывающих атмосферный азот. Вероятно, они
возникли эволюционно недавно.

Нами существенно расширено прежнее биоин�
форматическое описание состава NtcA�регулона,
который включил гены apcF, som, psaI, petF (fdx) [8]
у многих видов. Этот регулон включает ген apcF
(субъединицы фикобилисомы) в порядках Chroo�
coccales, Nostocales и Oscillatoriales, ген som (порин) –
в порядках Chroococcales, Nostocales и Prochlorales;
ген psaI (реакционного центра фотосистемы I) – в
порядке Prochlorales; ген petF (ферредоксина) – в
порядках Chroococcales, Prochlorales, Oscillatoriales
и Nostocales. Напротив, вопреки гипотезе, выска�
занной ранее [8], перед генами psaI и petF регулятор�
ные сайты встречаются редко и очень разнообразны
даже у близких видов (рис. 1).

Мы сопоставили опубликованное ранее дерево
видов цианобактерий [20] с построенным нами де�
ревом NtcA�фактора (рис. 5). Отсутствие сайта у не�
которого вида, при том, что сайт имеется у других
видов того же рода, хорошо согласуется с изменени�
ем фактора в этом виде. Виды Cyanothece sp. PCC
7425, Nostoc azollae (A. azollae), Trichodesmium eryth�
raeum расположены на дереве NtcA�фактора далеко
от своих филогенетических родственников, и их ре�
гуляторные сайты перед рядом генов заметно отли�
чаются от консенсуса GTA�8N�TAC или вообще от�
сутствуют. Например, у Cyanothece sp. PCC 7425 сайт
перед геном narB заметно отличается от консенсуса,
а перед генами glnB, icd, nrtA, petF, psaI сайты отсут�
ствуют. У Nostoc azollae перед генами glnA, icd, ntcA,
ntcB, apcF сайты заметно отличаются от консенсуса,
а перед генами glnB, narB, nrtA, psaI, som они отсут�
ствуют; в то время как у других Nostocales сайты
близки к консенсусу перед этими генами. У Tri�
chodesmium erythraeum сайты перед генами nirA, ntcB
значительно отличаются от консенсуса, а перед ге�
нами narB, ntcA, nrtA, psaI, apcF отсутствуют. Эти ис�
ключительные случаи, как и хорошая, в целом, со�
гласованность дерева NtcA�фактора с данными о
наличии сайта связывания, подтверждают наши
предсказания о наличии регуляторных сайтов.
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Из полученных данных выделены случаи, когда
в некоторых видах ген имеется, а сайт не найден
(например, перед генами icd, glnB, amtB, nrtA, narB,
narK, ntcA, ntcB, nirA, nirB, apcF, petF, som, psaI), и
случаи, когда перед геном во всех видах сайт присут�
ствует (например, перед генами glnN, glnA, gifA, gifB).
Мы выделили также гены, которые обычно имеются
у вида, но не регулируются фактором NtcA (табл. 3).
Такая ситуация наблюдается, например, в случае ге�
на rbcL, который непосредственно не связан с мета�
болизмом азота, поэтому отсутствие сайта связыва�
ния перед ним не кажется неожиданным. 

В хлоропластах Rhodophta в 5'�лидерной области
гена glnB нами найдены консервативные участки с
консенсусами GTATyATA и TTAAAnnAAAAnAA,
которые примыкают друг к другу или разделены
тремя нуклеотидами (комплементарные им участки
показаны на рис. 6). Здесь располагается тройка
нуклеотидов GTA, являющаяся наиболее консерва�
тивной частью сайта связывания фактора NtcA у
цианобактерий. Можно предположить, что эти
участки служат сайтом связывания NtcA в хлоро�
пластах. В отличие от бактериального консенсуса,
эти участки не образуют палиндрома. Поэтому раз�
ница между хлоропластами и цианобактериями
проявляется здесь в том, что у хлоропластов триплет
GTA входит в состав сайта только один раз, а у ци�
анобактерий – дважды: на прямой цепи ДНК (одно
плечо палиндрома) и на инвертированной цепи
ДНК (другое плечо палиндрома), и это позволяет
прочно связать димер NtcA с ДНК. При этом бакте�
риальный и хлоропластный консенсусы фактора
NtcA значительно отличаются. 

Выше мы отмечали корреляцию между наличи�
ем домена PF00325 в белке NtcA и наличием сайта
связывания фактора NtcA, причем сайт расположен
рядом с геном rps20. Можно высказать гипотезу, ко�
торая объяснит эту корреляцию. Предполагаемые
сайты связывания фактора NtcA в 5'�лидерной об�
ласти гена glnB перекрывают промотор перед дивер�
гентно расположенным геном rps20 (на рис. 6 эти
участки показаны на цепи rps20). Несмотря на кон�
сервативность промотора, положение найденных
участков не постоянно относительно его боксов,
поэтому консервативность участков не может быть
объяснена просто консервативностью самого про�
мотора. Существенно то, что, начиная от этих
участков и вплоть до начала гена glnB, не обнаружи�
вается бактериального σ70�промотора, и нет осно�
ваний предполагать, что там имеются промоторы
других типов. Боксы промотора для glnB не обнару�
живаются, но их отсутствие может компенсировать
белок�активатор NtcA. 

Одновременно с этим можно предположить, что
в локусе имеет место белок�ДНКовая регуляция ге�
на rps20 в сочетании с конкуренцией РНК�полиме�
раз, которые движутся навстречу друг другу по двум
цепям ДНК с указанного промотора для гена rps20 и

некоего промотора в 3'�области сайта для NtcA. Ре�
гуляция осуществляется в одной из двух ситуаций:
фактор NtcA связан или не связан со своим сайтом.
Наша модель конкуренции РНК�полимераз [21]
основана на следующем правиле: обе движущиеся
навстречу друг другу и столкнувшихся РНК�поли�
меразы покидают ДНК и прекращают транскрип�
цию; при столкновении РНК�полимеразы и факто�
ра РНК�полимераза продолжает транскрипцию, а
связь фактора с ДНК разрывается. Таким образом,
фактор NtcA выступает здесь как потенциальный
активатор транскрипции для гена glnB и одновре�
менно как транскрипционный репрессор для гена
rps20 на комплементарной цепи ДНК, который
ослабляет конкуренцию РНК�полимераз, транс�
крибирующих локус в противоположном направле�
нии. 

Оба типа регуляции согласованы: у Synechococcus
sp. PCC 7002 фактор NtcA активирует транскрип�
цию гена glnB, от которого в этом виде ген rps20 по�
зиционно далек, так что здесь конкуренция не воз�
никает. Напротив, у красных водорослей, возмож�
но, NtcA репрессирует ген rps20 и, в результате,
активирует тот же самый ген glnB. Отметим, что оба
эти гена отсутствуют у Streptophyta.

Сайты связывания фактора NtcB обнаружены на�
ми у многих видов перед генами nrtA и nirA (рис. 2)
(распределение нуклеотидов показано на рис. 4b).
NtcB�регулон включает ген nrtA у Chroococcales и
ген nirA у порядков Chroococcales, Nostocales, Oscil�
latoriales, Gloeobacterales (табл. 4). В пластомах
Rhodophyta сайты связывания NtcB не найдены.

Итак, изучено большое число видов в связи с ре�
гуляторной активностью перед многими генами
транскрипционных факторов NtcA и NtcB. Для
изученных генов предсказана эволюция NtcA� и
NtcB�регулонов. Показано, что у многих цианобак�
терий фактор NtcA репрессирует транскрипцию ге�
нов gifA, gifB и активирует транскрипцию других ге�
нов, в частности, apcF и som. Кажется маловероят�
ной гипотеза [8] о существенной роли NtcA�
регуляции генов, вовлеченных в фиксацию углеро�
да (rbcL, rpe, cmpABCD), или генов фотосистем у по�
давляющего большинства видов цианобактерий.
Здесь примером может служить ген petH, кодирую�
щий ферредоксин�NADP–редуктазу, во всех рас�
смотренных видах цианобактерий: по�видимому,
перед ним NtcA�регуляторный участок отсутствует.
Предложена гипотеза о механизме регуляции тран�
скрипции гена glnB у Rhodophyta, согласно которой
glnB всегда входит в NtcA�регулон.

Работа получила финансовую поддержку Меж�
дународного научно�технического центра (3807) и
Министерства образования и науки РФ (П2370 и
14.740.11.0624).
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