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В последние десятилетия серьезной проблемой для систем здравоохранения разных стран мира является широкое 
распространение бактериальных возбудителей, устойчивых к различным антимикробным препаратам. Возможным 
подходом для решения данной проблемы является использование бактериофагов – вирусов, специфически взаимо-
действующих с бактериальными клетками, а также ферментов и белков, закодированных в их геномах. Развитие 
технологий геномного редактирования, в том числе и на основе систем CRISPR-Cas, обусловливает возможность 
создания генно-инженерных или рекомбинантных фаговых частиц с заданными свойствами, важными для дальнейше-
го практического применения. В данном обзоре мы рассматриваем вопросы, связанные с характеристикой бактерио-
фагов как биологических объектов и как перспективных кандидатов для контроля распространения антибиотикорези-
стентных штаммов. Кроме того, мы обсуждаем современные подходы и стратегии для модификации геномов бакте-
риофагов с помощью различных методов генной инженерии и молекулярной биологии для решения разнообразных 
практических и исследовательских задач. 
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In recent decades, a major problem for health systems around the world is the wide spread of bacterial pathogens that are 
resistant to various antimicrobial agents. A possible approach to solving this problem is the use of bacteriophages, viruses that 
specifically infect bacterial cells, as well as enzymes and proteins encoded in their genomes. The development of genomic 
editing technologies, including those based on CRISPR-Cas editing, makes it possible to create genetically engineered or 
recombinant phage particles with desired properties that are important for further practical application. In this review, we 
consider issues related to the characterization of bacteriophages as biological objects and as promising candidates for 
controlling the spread of antibiotic-resistant bacterial strains. We discuss modern approaches and strategies for modifying the 
phage genomes using various methods of genetic engineering and molecular biology to solve a variety of practical and research 
problems.
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Н а сегодняшний день проблема стремительно увеличи-
вающегося числа множественно устойчивых к анти-

микробным препаратам бактериальных штаммов настоя-
тельно требует поиска новых способов контроля их распро-

странения. В особенности это касается возбудителей вну-
трибольничных инфекций, характеризующихся резистентно-
стью к большинству доступных на сегодняшний день анти-
биотиков, устойчивостью к дезинфицирующим средствам 
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и антисептикам, толерантностью к детергентам, ультрафио-
летовому облучению, высушиванию, способностью к обра-
зованию биопленок на различных биотических и абиотиче-
ских поверхностях [1–3]. 

Разработка новых биологически активных молекул проис-
ходит недостаточно быстро в силу как научных, так и эконо-
мических причин. Химическая модификация существующих 
антибиотиков, действующих на уже известные мишени, 
не решает проблему полностью: со временем бактерии при-
обретают устойчивость и к модифицированным вариан-
там [4]. В то же время поиск новых перспективных мишеней 
для действия антибиотиков, а также разработка ингибито-
ров для новых мишеней по-прежнему остаются очень мед-
ленной и трудоемкой работой.

Возможным альтернативным подходом для решения про-
блемы распространения антибиотикоустойчивых штаммов 
является использование литических бактериофагов, а также 
ферментов и белков, закодированных в фаговых геномах. 
Кроме того, благодаря активному развитию методов генной 
и геномной инженерии, в частности редактирования с ис-
пользованием систем CRISPR/Cas, у разных исследователь-
ских групп по всему миру возникает все больший интерес 
к созданию генно-инженерных фаговых частиц с определен-
ными свойствами, важными, в том числе, и для последую-
щего практического использования. С помощью различных 
генетических инструментов для решения как фундаменталь-
ных, так и практических задач в определенные участки гено-
мов бактериофагов могут быть внесены мутации, фрагмен-
ты ДНК или конкретные гены, произведены замены или 
деле ции [5, 6]. Бактериальные вирусы могут быть модифи-
цированы с целью расширения спектра их антибактериаль-
ного действия путем изменения/замены генов, кодирующих 
их рецептор-связывающие/распознающие белки, что откры-
вает широкие перспективы для контроля антибиотико-
резистентных микроорганизмов. 

 Общая характеристика бактериофагов  
как биологических объектов и перспективных  
кандидатов для практического использования
Бактериофаги (фаги) – это крупнейшая группа вирусов, 

инфицирующих бактерии. Фаги могут рассматриваться как 
облигатные паразиты на молекулярном уровне с отсутстви-
ем независимого метаболизма вне бактериальной клетки, 
использующие белки, ферменты и химические компоненты 
клеток-хозяев для своего воспроизведения. Бактериофаги 
являются наиболее распространенными и убиквитарны-
ми биологическими объектами биосферы нашей планеты, 
с популяцией, насчитывающей более чем 1031 фаговых 
части ц [7, 8], и могут быть обнаружены в любых образцах 
окружающей среды и живых организмах, где обитают инфи-
цируемые ими бактерии [9, 10]. Считается, что образцы 
водно й среды могут содержать до 104–108 вирусных частиц 
на миллилитр [11], а почвенные образцы – 109 на грамм 
почвы [12].

Бактериофаги были открыты в начале прошлого века бри-
танским микробиологом Фредериком Твортом (1915 г.) [13] 
и канадским сотрудником Института Пастера в Париже 
Феликсом д’Эрелем (1917 г.) [14], которые независимо друг 
от друга сообщили об обнаружении фильтруемых субстан-

ций, способных разрушать бактериальные культуры и обра-
зовывать на бактериальных газонах небольшие «стериль-
ные пятна». Именно д’Эрель предложил назвать эти суб-
станции «бактериофагами» (лат. bacteriophaga – пожираю-
щий бактерии). 

Большинство охарактеризованных на сегодняшний день 
бактериофагов относятся к отряду Caudovirales – «хвоста-
тых» фагов, основными структурными компонентами кото-
рых являются головка (капсид) и хвостовой отросток. 
На основании морфологии хвостового отростка и особенно-
стей организации геномов представители порядка Caudo-
virales подразделяются Подкомитетом по таксономии виру-
сов бактерий и архей (International Committee on Taxonomy 
of Viruses, ICTV) на несколько семейств, включающих фаги 
с длинными сократимыми хвостовыми отростками (напри-
мер, представители семейства Myoviridae), с длинными несо-
кратимыми хвостовыми отростками (представители семей-
ства Siphoviridae), с короткими несократимыми хвостовыми 
отростками (Podoviridae и Autographiviridae), с длинными со-
кратимыми хвостовыми отростками и сложно организован-
ным аппаратом адсорбции, представленным несколькими 
выростами или хвостовыми шипами (Ackermannviridae) [15].

По конечному результату инфекции бактериальной клет-
ки среди представителей отряда Caudovirales выделяют две 
группы: вирулентные (литические) и умеренные фаги. 
Жизненный цикл вирулентных фагов включает следующие 
основные этапы: 1) адсорбция фага на бактериальной клет-
ке-хозяине за счет специфического взаимодействия рецеп-
тор-связывающих/распознающих фаговых белков с поверх-
ностными структурами бактериальных клеток; 2) проникно-
вение в клетку фаговой ДНК; 3) внутриклеточное развитие, 
включающее репликацию ДНК и синтез структурных компо-
нентов, а также сборку фаговых частиц и 4) высвобождение 
новых частиц-потомков. В результате такой инфекции 
бактерия-хозяин погибает [16]. Поэтому именно вирулент-
ные бактериофаги представляют наибольший интерес для 
контроля распространения бактериальных патогенов, в том 
числе и антибиотико-резистентных (рис. 1).

Умеренные бактериофаги способны воспроизводить себя 
путем такого же литического цикла, с помощью которого 
обеспечивается быстрое образование большого числа копий 
фаговых частиц, однако развитие этих фагов может пойти и 
по другому пути. В этом случае бактериофаг может интегри-
роваться в хромосому клетки-хозяина или присутствовать 
в клетке в свободном плазмидоподобном состоянии, репли-
цируясь и распределяясь по дочерним бактериальным клет-
кам в строгом соответствии с репликацией и делением бак-
терии [16, 17] (рис. 1).

Как антибактериальные агенты бактериофаги обладают 
рядом преимуществ: вследствие специфичности своего дей-
ствия высоковирулентные фаги не влияют на нормальную 
микрофлору, соответственно, не вызывают развития дис-
бактериозных процессов; фаги способны экспоненциально 
реплицироваться в инфекционном очаге и увеличивать свою 
численность до тех пор, пока не будут уничтожены все чув-
ствительные к ним бактериальные клетки; бактериофаги 
можно использовать наряду с другими антибактериальными 
агентами, в том числе для борьбы с множественно устойчи-
выми микроорганизмами [19–22].
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Для вирулентных бактериофагов характерно множество 
молекулярных механизмов, позволяющих им успешно и 
быст ро инфицировать бактериальных хозяев, развиваться 
в них, подавляя или модифицируя жизненно важные клеточ-
ные процессы, что, в конечном итоге, приводит к гибели ин-
фицированных бактерий. Особую роль в этом играют фаго-
вые белки, экспрессируемые на ранних стадиях инфекции. 
Эти белки связываются с хозяйскими белками-компонен-
тами функционально важных клеточных систем и быстро и 
эффективно ингибируют их или переориентируют метабо-
лизм бактериальной клетки на выработку фагового потом-
ства [23]. Кроме того, в геномах всех литических фагов 
зако дированы эндолизины – пептидогликанлизирующие 
ферменты, эффективно и быстро разрушающие пептидо-
гликановый слой клеточных стенок бактерий на поздней 
стадии инфекции. Наработка эндолизинов запускается 
одно временно с синтезом и встраиванием в мембрану спе-
циальных регуляторных белков – холинов (мембрано-прони-
цающих регуляторных белков лизиса), способствующих 
проникновению эндолизинов через плазматическую мем-
брану к пептидогликановому слою, что приводит к тотальному 
разрушению клетки и выходу фаговых частиц наружу [8, 23]. 
Также геномы многих бактериофагов содержат гены, коди-
рующие белки с полисахариддеполимеризующей активно-
стью. Это высокоспецифичные деполимеразы (часто струк-
турные белки, например выросты хвостовых отростков или 
хвостовые шипы бактериофагов), ответственные за расще-
пление капсульных полисахаридов и прикрепление к бакте-
риальной клетке-хозяину [23, 24]. 

Таким образом, бактериофаги, а также ферменты и 
белки, закодированные в фаговых геномах, являются пер-
спективными агентами для контроля распространения раз-
личных возбудителей бактериальных инфекций, в том числе 
множественно-устойчивых к различным антимикробным 

препаратам. В связи с этим в последние десятилетия как 
в нашей стране, так и за рубежом возобновился интерес 
к использованию бактериофагов как антибактериальных 
агентов. Развитие фаготерапии в значительной степени обу-
словлено не только более глубоким пониманием биологии 
фагов, но также реально существующим прогрессом в моле-
кулярной биологии, биотехнологии и биохимии. В России 
препараты бактериофагов официально разрешены и ис-
пользуются для лечения и профилактики острых кишечных 
инфекций – дизентерии, брюшного тифа и сальмонеллеза, а 
также для лечения гнойно-септических и интестинальных 
заболеваний различной локализации, вызванных условно-
патогенными микроорганизмами, относящимися к родам 
Pseudomonas, Staphуlococcus, Klebsiella, Streptococcus, 
Escherichia, Proteus, Enterobacter [25]. 

Однако, несмотря на очевидный интерес к фаготерапии 
во всем мире, остается круг нерешенных проблем, затруд-
няющих использование бактериофагов в качестве лекар-
ственных антимикробных средств. В частности, это связано 
с отсутствием обширных коллекций строго вирулентных 
бактериофагов с определенным набором характеристик, 
важных для дальнейшего практического использования. 
Вследствие того, что фаги высокоспецифичны к опреде-
ленным штаммам внутри конкретного вида бактерий, не-
обходимо создание препаратов-коктейлей, состоящих из 
различных вирулентных фагов, инфицирующих актуальных 
для конкретного отделения/больницы/города/страны бакте-
риальных возбудителей. Регистрация подобных препара-
тов для терапевтического применения может быть доста-
точно сложной задачей из-за значительного разнообразия 
фагов с точки зрения их структуры, жизненного цикла и 
организации их геномов [26, 27]. Кроме того, бактериаль-
ные клетки могут формировать устойчивость к инфициро-
ванию бактериофагами, что может быть обусловлено раз-

Рис. 1. Схематическое изображение жизненного цикла бактериофагов (Reyes A. et al. [18], с модификацией).
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личными механизмами, в частности – утратой/модифика-
цией поверхностных структур, с которыми взаимодейству-
ют рецептор-рас познающие/связывающие фаговые белки 
[27–29]. 

С помощью стремительно развивающихся методов геном-
ной инженерии можно преодолеть некоторые из вышепере-
численных ограничений [30]. Основой для создания генно-
инженерных фагов с заданными свойствами является 
постоян но растущее количество полногеномных последо-
вательностей бактериофагов в общедоступных базах дан-
ных [31, 32], а также исследования, касающиеся изучения 
структурных компонентов фаговых частиц [33–37] и особен-
ностей взаимодействия между фагами и их бактериальными 
хозяевами [38–40].

 Методы редактирования и модификации  
геномов бактериофагов
Для редактирования геномов бактериофагов, в том числе 

с целью преодоления возможных ограничений их практиче-
ского применения, используют различные подходы, которые 
будут подробно рассмотрены в данном разделе.

Гомологичная рекомбинация
Одним из широко распространенных методов модифика-

ции геномов является гомологичная рекомбинация в клетках 
бактериальных хозяев, которая может происходить между 
двумя гомологичными последовательностями ДНК, длиной 
не менее 23 п.н. (пар нуклеотидов) [41, 42]. Гомологичная 
рекомбинация является основным механизмом репарации 
ДНК бактерий, кроме того, путем гомологичной рекомбина-
ции может происходить обмен попавшей внутрь клетки гете-
рологичной ДНК с их собственной ДНК при наличии гомо-
логичных участков [43, 44]. Соответственно, механизм, 
лежа щий в основе гомологичной рекомбинации, может быть 
исполь зован для целенаправленного редактирования гено-
мов бактериофагов, а именно вставок, замен, делеций (уда-

лений) фрагментов ДНК и конкретных генов, а также внесе-
ния мутаций в определенные участки генома.

Например, для вставки гетерологичного гена / фрагмен-
та ДНК в геном конкретного фага необходимо, чтобы дан-
ный ген / фрагмент был фланкирован гомологичными 
участками, которые и определяют место его вставки 
в геном фага (рис. 2). При этом гетерологичный ген / фраг-
мент ДНК вводится в бактериальную клетку в составе 
плазмидного вектора (донорной плазмиды). Затем бакте-
риальная клетка, несущая донорную плазмиду, инфициру-
ется фагом, в геноме которого необходимо произвести 
модификацию. И далее между ДНК фага и донорной плаз-
мидой (матрицей) происходит гомологичная рекомбина-
ция, за счет чего гетерологичный ген / фрагмент ДНК 
встраивается в генетический материал фага, который 
затем упаковывается в новые фаго вые частицы [5, 45]. 
Аналогичным образом подход, основанный на гомологич-
ной рекомбинации между матрицей и фаговой ДНК, может 
быть использован для получения рекомбинантных фагов с 
заменами, делециями генов и мута циями в конкретном 
участке генома фага [5, 6].

После попадания фаговой ДНК внутрь бактериальной 
клетки, содержащей донорную плазмиду со вставкой гете-
рологичного участка (отмечен красным цветом) и плечами 
для рекомбинации (участками размером 40–200 п.н., кото-
рые гомологичны той части генома фага, где планируется 
вставка), происходит рекомбинация между плазмидой-
матрицей и генетическим материалом фага, с последующим 
формированием рекомбинантных фаговых частиц.

В целом частота рекомбинации составляет от 10–10 до 
5 × 10–3 [5, 6], поэтому для облегчения скрининга рекомби-
нантных фагов гетерологичный участок ДНК (для вставки, 
делеции, замены или внесения мутации) может быть ассо-
циирован с генами флуоресцентных белков (например, GFP) 
или люциферазы [46–48]. 

Рекомбинантный
бактериофаг

Донорная
плазмида

Бактерия-хозяин

Рекомбинация

Рис. 2. Получение рекомбинантных фагов путем гомологичной рекомбинации. 
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Путем гомологичной рекомбинации был произведен 
обмен генов, кодирующих длинные хвостовые фибриллы 
(gp37 и gp38) фага T2, специфичного к штамму Escherichia 
coli K-12, на гены хвостовых фибрилл фага PP01, специфи-
чески инфицирующего E. coli O157:H7. При этом рекомби-
нантный бактериофаг T2ppD1 (несущий гены, кодирующие 
gp37 и gp38 фага PP01) приобрел способность инфициро-
вать тот же круг бактериальных хозяев, что и фаг PP01, но 
утратил способность инфицировать E. coli K-12 [49]. Такой 
же подход использовался в работе Mahichi et al. для расши-
рения спектра антибактериальной активности фага Т2. 
Поскольку бактериофаг IP008 обладал более широким 
спектро м антибактериальной активности по сравнению 
с фагом T2 (инфицировал 33% против 7% изолятов E. coli 
соответственно), путем гомологичной рекомбинации была 
произведена замена генов gp37 и gp38 фага T2 на соответ-
ствующие гены фага IP008, что привело к тому, что спектр 
антибактериальной активности модифицированного фага 
T2 стал аналогичным спектру фага IP008 [50].

 Получение рекомбинантных фагов путем  
совместной электропорации фаговой ДНК  
и матрицы для рекомбинации
Впервые этот методологический подход, основанный на 

рекомбинации между электропорированной внутрь бакте-
риальной клетки фаговой ДНК и матрицей для рекомбина-
ции (bacteriophage recombineering of electroporated DNA, 
BRED) был использован Marinelli et al. для модификации 
микобактериофагов [51, 52], а позже был применен для 
фагов, инфицирующих E. coli и Salmonella enterica [53, 54]. 
В целом BRED может быть использован для делеции, 
вставки или замены генов, а также внесения точечных 
мутаций в геном бактериофага. Суть метода заключается 
в совместной электропорации ДНК бактериофага и двух-
цепочечной ДНК(дцДНК)-матрицы в электрокомпетентные 
бактериальные клетки, несущие плазмиды с генами бел-
ков, обеспечивающих высокий уровень гомологичной ре-
комбинации, таких как белки Red-системы фага лямбда 
или RecE/RecT-подобные белки [51, 52] (рис. 3). Red-
cистема – это хорошо изученная система рекомбинации 
фагов, состоящая из генов gam (γ), exo (α) и bet (β). Gam 
ингибирует экзонуклеазный комплекс RecBCD E. coli для 
предотвращения разрушения линейной дцДНК-матри-
цы [55]. Exo взаимодействует с концами дцДНК-матрицы и 
обеспечивает деградацию одной из ее цепей в направле-
нии 5′-3′, в результате чего формируется одноцепочечная 
ДНК(оцДНК)-матрица. Beta связывает оцДНК-матрицу 
с участком фагового генома, в котором будет происхо-
дить рекомбинация. дцДНК-матрица для рекомбинации, 
которую электропорируют вместе с ДНК фага, включает 
необходимый для модификации фрагмент ДНК (дополни-
тельная вставка или фрагмент с делецией/мутацией) и 
гомологичные участки к локусам выше и ниже участка 
генома фага, в который необходимо внести изменения 
[52, 56]. Электропорированные таким образом бактери-
альные клетки смешивают с клетками дикого типа и вы-
севают на плотные питательные среды в чашках Петри. 
После этого фаговые бляшки (негативные колонии), фор-
мируемые на бактериальных газонах, проверяются мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР) на наличие 
необ ходимой модификации в геноме фагов [52]. Отмечено, 
что при использовании данной методологии на выходе 
удается получить 10–15% рекомбинантных фаговых 
части ц, что значительно упрощает скрининг и отбор фагов 
с необходимой модификацией в геноме, однако для про-
ведения подобных экспериментов необходимо использо-
вать исключительно высококомпетентные бактериальные 
клетки [5]. 

Очищенная фаговая ДНК и двухцепочечная ДНК-матрица 
совместно электропорируются в бактериальную клетку, 
с последующей рекомбинацей между их гомологичными 
облас тями (отмечены желтым цветом).

Сборка фаговой ДНК in vitro и in vivo
Рекомбинантные бактериофаги могут быть получены и 

при трансформации бактериальной клетки геномной ДНК 
фага, содержащей желаемые мутации, вследствие ее репли-
кации, транскрипции и трансляции и последующего форми-
рования структурных компонентов и сборки новых фаговых 
частиц [6] (рис. 4). 

Рекомбинация

Электропорация

Бактерия-хозяин

Рекомбинантный
бактериофаг

Рис. 3. Получение рекомбинантных фагов путем BRED.
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При этом для фагов с небольшими геномами, таких 
как phiX174 (5386 п.н.), геномная ДНК может быть собрана 
in vitro с помощью полимеразной цикличной сборки (poly-
merase cycle assembly, PCA) с использованием перекрываю-
щихся синтетических оцДНК – олигонуклеотидов, покрыва-
ющих весь геном [57, 58]. Для фагов с геномами большего 
размера, таких как Т7 (39937 п.н.), геномная ДНК может 
быть собрана in vitro путем лигирования отдельных фрагмен-
тов, образованных при обработке фаговой ДНК эндонуклеа-
зами рестрикции [59]. 

Сборку и редактирование фаговых геномов также осу-
ществляют с помощью трансформационно-ассоциированной 
рекомбинации (transformation-associated recombination, TAR) 
при участии дрожжей Saccharomyces cerevisiae, выступаю-
щих в качестве промежуточных хозяев для генетических 
манипуляций. Данный подход основан на том, что участки 
генома бактериофага амплифицируются с помощью ПЦР 
таким образом, чтобы соседние фрагменты содержали 
пере крывающиеся гомологичные последовательности, 
а первый и последний фрагменты генома фага содержали 

Рекомбинантные
фаги

Репликация генома
Сборка фаговых частиц

Сборка фагового генома
in vivi / in vitro

Трансформация

Бактерия-хозяин

Рис. 4. Получение рекомбинантных фагов после сборки генома in vitro / in vivo. Модифицированная ДНК фага, несущая желаемые 
мутации/вставки/делеции/замены, трансформируется в бактерию-хозяина с последующей сборкой рекомбинантных фаговых частиц.

Протоспейсер
РАМ

Интерференция

Адаптация

Экспрессия крРНК

прекрРНК

крРНК
CRISPR-CAS

комплекс

CRISPR локус

Новый спейсер

cas-гены

CAS белки

Рис. 5. Три основных этапа функционирования CRISPR-Cas систем (Samson JE et al. [29], с модификацией): адаптация (добавление 
новых спейсеров в CRISPR-кассету), экспрессия крРНК (транскрипция CRISPR-локуса в длинный первичный транскрипт прекрРНК – осно-
ву для формирования коротких крРНК) и интерференция (деградация чужеродной ДНК или РНК, комплементарной крРНК, за счет комплек-
са CRISPR-Cas). 
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участки, гомологичные последовательностям векторов, спо-
собных реплицироваться в дрожжах. При трансформации 
в дрожжевые клетки данные фрагменты объединяются 
в полную нуклеотидную последовательность фагового гено-
ма в составе дрожжевого вектора. Затем ДНК извлекается 
из дрожжей и трансформируется в бактериальные клетки-
хозяева с целью образования новых рекомбинантных фаго-
вых частиц. Таким способом может быть модифицирован 
любой участок генома (например, введена точечная мутация 
или произведены обмен/вставка нуклеотидной последова-
тельности) [60, 61]. В частности, такой подход был использо-
ван в работе Ando et al. для модификации геномов фагов 
E. coli Т3 и Т7 и клебсиеллезного фага К11, в которой были 
представлены результаты по обмену между данными фага-
ми генов, кодирующих хвостовые фибриллы и их компонен-
ты, c получением пула рекомбинантных фагов с измененным 
кругом бактериальных хозяев [61]. В целом метод транс-
формационно-ассоциированной рекомбинации подходит 
для сборки геномов размером до 300000 п.н [62, 63].

 Редактирование геномов при помощи  
систем CRISPR-Cas
Применение методологии, основанной на использовании 

систем CRISPR-Cas, является новым и стремительно раз-
вивающимся направлением геномной инженерии.

Еще в 1987 г. было обнаружено, что геномы E. coli со-
держат необычные короткие (30–40 п.н.) палиндромные 
повторяющиеся последовательности равной длины, разде-
ленные участками уникальной ДНК – спейсерами (20–80 
п.н.) [64]. Позднее было обнаружено, что аналогичные 
структуры встре чаются в геномах 95% архей и 60% бакте-
рий [65]. Такие группы повторов получили название CRISPR 
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). 
У прокариот CRISPR являются компонентом адаптивной 
«иммунной системы», которая обеспечивает защиту от 

проникновения чужеродного генетического материала ви-
русов и плазмид.

CRISPR-система состоит из двух компонентов: CRISPR-
кассет и Cas-белков (CRISPR-associated proteins) [29]. Каж-
дая функциональная кассета содержит элементы трех 
типов: АТ-богатую лидерную последовательность, которая 
задает направление транскрипции кассеты, уникальные 
спейсеры, гомологичные последовательностям чужерод-
ных ДНК (протоспейсерам), и повторы, концы которых при 
транскрипции могут комплементарно взаимодействовать 
между собой с образованием устойчивых вторичных струк-
тур – различных шпилек. Шпильки необходимы для взаи-
модействия с Сas-белками, обеспечивающими функцио-
нирование CRISPR-систем, в том числе и гидролиз целе-
вой ДНК за счет своей эндонуклеазной активности [66]. 
Гены, кодирующие данные белки (cas-гены), локализова-
ны в непосредственной близости от большинства CRISPR-
кассет.

Система предоставляет собой защиту против вирусной 
ДНК [67] и РНК [68] через трехстадийный процесс, включаю-
щий в себя следующие этапы: адаптация – добавление 
новых спейсеров в CRISPR-кассету; экспрессия криспрРНК 
(крРНК, от англ. crisprRNA) – транскрипция прекрРНК с по-
следующим процессингом коротких крРНК, нацеленных на 
определенную мишень, и интерференция – распознавание и 
деградация чужеродной ДНК или РНК (рис. 5) [29]. 

CRISPR-адаптация является одним из немногих механиз-
мов направленного изменения генома в клетке: протоспей-
сер чужеродной ДНК встраивается в CRISPR-кассету и ста-
новится новым спейсером, при одновременной дупликации 
CRISPR-повтора. В большинстве случаев протоспейсеры 
расположены рядом с короткими мотивами длиной 2–3 ну-
клеотида, так называемыми PAM-последовательностями 
(Protospacer Adjacent Motif) [69]. PAM-мотивы могут служить 

Рекомбинантный
бактериофаг

Бактерия-хозяин

Донорная
плазмида

CRISPR-CAS
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Рис. 6. Схема эксперимента по редактированию генома бактериофага (делеция гена) с помощью системы CRISPR-Cas. После про-
никновения фаговой ДНК в клетку CRISPR-Cas-комплекс (нуклеаза, направляемая sgРНК) осуществляет разрез в дцДНК (в том месте, где 
находится последовательность, комплементарная sgРНК), который впоследствии устраняется при помощи гомологичной рекомбинации с 
донорной плазмидой.
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маркерами, позволяющими CRISPR-системе бактерий отли-
чить собственную ДНК от чужеродной [70]. 

На сегодняшний день на основании различного набора 
генов cas и способа генерации крРНК системы CRISPR-Cas 
разделяют на 2 класса, 6 типов и 33 подтипа [71]. Для редак-
тирования геномов преимущественно используются систе-
мы CRISPR-Cas класса 2 типа II вследствие относительной 

простоты организации эффекторного комплекса. В таких 
системах внесение двуцепочечных разрывов обеспечивает-
ся всего одним белком – Cas9 – в том определенном участке 
генома (протоспейсере), который комплементарен спейсер-
ной последовательности, присутствующей в крРНК [71].

Система CRISPR-Cas широко используется в эксперимен-
тах для модификации геномов эукариотических и прокарио-

Бактерия-хозяин

Бактерия-хозяин

CRISPR-CAS
комплекс

gRNA

cas3
Cascade

Рекомбинантный
бактериофаг

Нерекомбинантные
фаги

Рекомбинантный
бактериофаг

Донорная
плазмида

Гомологическая рекомбинация

Рис. 7. Редактирование геномов бактериофагов (делеция) и отбор рекомбинантных фаговых частиц с помощью системы CRISPR-
Cas I-E. После инфицирования фагом бактериальных клеток-хозяев, несущих донорные плазмиды-матрицы, происходит гомологичная 
рекомбинация с генетическим материалом фага. После лизиса бактериальных клеток высвобождается фаговое потомство, часть из кото-
рого представлена фагами дикого типа, а часть – рекомбинантными фагами. Для дальнейшей селекции рекомбинантных фагов полученной 
смесью заражают бактериальные клетки, содержащие плазмиды с компонентами комплекса CRISPR-Cas, нацеленного на область в гено-
ме, присутствующую только у фагов дикого типа, в результате чего происходит их элиминация.
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тических организмов. Тем не менее в настоящий момент 
опубликовано сравнительно мало работ, посвященных ре-
дактированию геномов бактериофагов. Ограничениями ис-
пользования систем CRISPR-Cas для модификации геномов 
фагов могут являться различные анти-CRISPR-механизмы, 
обнаруженные у фагов, короткий литический цикл бактерио-
фагов или модификация фаговой ДНК. Однако несомнен-
ным преимуществом является то, что с помощью CRISPR-
Cas-систем можно вносить целенаправленные изменения 
в геном бактериофага в процессе заражения бактериальной 
клетки: точечные мутации, делеции, вставки новых генов и 
замены, а также осуществлять эффективный отбор реком-
бинантных клонов [5, 6].

Для редактирования генома бактериофага с использова-
нием систем CRISPR-Cas бактериальную клетку-хозяина 
трансформируют одной или несколькими плазмидами, 
содер жащими гены, кодирующие: 1) эффекторные белки 
системы CRISPR-Сas (например, нуклеаза Cas9); 2) одиноч-
ную направляющую или гидовую РНК (sgРНК), которая свя-
зывает комплементарный ей участок целевой ДНК длиной 
20 нуклеотидов (протоспейсер), обеспечивая направленную 
доставку нуклеазы к мотиву, прилегающему к протоспейсе-
ру (сайт PAM, NGG, где N – любой нуклеотид), взаимодей-
ствие которого с нуклеазой приводит к эффективному раз-
резанию целевой последовательности ДНК. Кроме того, 
в бактериальную клетку электропорируют донорную плаз-
миду/матрицу, содержащую фрагмент ДНК со вставкой/де-
лецией/мутацией/заменой для дальнейшей рекомбинации 
с фаговой ДНК внутри бактериальной клетки и последую-
щей сборки рекомбинантных фаговых частиц (рис. 6).

Представленная на рис. 6 схема была использована для 
редактирования с помощью системы CRISPR-Cas9 (тип II-A) 
модифицированного (содержащего глюкозилированный 
гидро ксиметилцитозин) и немодифицированного генома 
фага T4, инфицирующего E. coli, а именно для внесения то-
чечных мутаций, вставок и делеций в определенных обла-
стях генома [72]. В другой работе, используя данную схему, 

была произведена делеция девяти разных генов (в том 
числе гена, кодирующего холин) и одного предполагаемого 
промотора вирулентного бактериофага Klebsiella phiKpS2 
семейства Podoviridae [73].

В 2014 г. Kiro et al. опубликовали работу, в которой при 
помощи системы CRISPR-Cas тип I-E осуществили модифи-
кацию генома бактериофага Т7 – делецию гена полинуклео-
тидкиназы 1.7 [74]. Кроме того, эта же система была исполь-
зована для эффективного отбора рекомбинатных фагов: 
вновь образованные фаговые частицы добавляли к бакте-
риальным клеткам, содержащим плазмиды, кодирующие 
компоненты системы CRISPR-Cas. В результате действия 
эффекторного комплекса, направляемого sgРНК, была про-
ведена избирательная элиминация тех фагов, геномы кото-
рых содержали ген 1.7. При этом рекомбинантные фаги, 
в геномах которых отсутствовал ген полинуклеотидкиназы, 
оставались жизнеспособными (рис. 7). 

В другой работе было показано, что система CRISPR-Cas 
тип I-E, идентифицированная у штаммов Vibrio cholerae клас-
сического биовара, сохраняет функциональную активность 
и у представителей биовара Эль Тор. Также с помощью дан-
ной системы была показана возможность эффективного 
редактирования геномов литических фагов, инфицирующих 
V. cholerae [75].

В работе Hupfeld M. et al. были охарактеризованы два 
CRISPR-локуса (LivCRISPR-1 и LivCRISPR-2), идентифици-
рованных в геноме Listeria ivanovii [76]. Сконструированная 
на основе LivCRISPR-1 сиквенс-специфичная программиру-
емая нуклеазная система позволила эффективно редакти-
ровать геномы вирулентных бактериофагов, инфицирующих 
представителей рода Listeria. В результате был получен 
генно-инженерный листериозный бактериофаг (модифици-
рованный фаг A511), способный индуцировать продукцию и 
высвобождение гидролазы, разрушающей клеточную стенку 
представителей рода Staphylococcus. Это позволило элими-
нировать не только листерии, но и стафилококки при со-
вместном культивировании бактерий. Как и в работах, опи-

Рекомбинантный
фаг T2

Рекомбинантный
фаг T2

E. coli DH10B E. coli O157:H7

Фаг T2

CRISPR-CAS
комплекс

CRISPR-CAS
плазмида

Донорная
плазмида

Рис. 8. Модификация генома фага Т2 путем замены генов хвостовых фибрилл с помощью системы CRISPR-Cas9. При инфицирова-
нии фагом Т2 штамма E. coli DH10B, несущего плазмиду с генами хвостовых фибрилл фага РР01, а также плазмиду с компонентами ком-
плекса CRISPR-Cas9, в результате гомологичной рекомбинации образуются фаговые частицы, способные инфицировать штамм E. coli 
О157:Н7 (штамм-хозяин фага РР01).



Стратегии редактирования и модификации геномов бактериальных вирусов

57

санных выше, редактирование и отбор мутантных фагов 
производили в два этапа: размножение фага на бактериях, 
несущих плазмиду для гомологичной рекомбинации, и отбор 
рекомбинантных фагов на бактериях, несущих плазмиды, 
кодирующие комплекс CRISPR-Cas9. 

В 2018 г. Тобиас Шиллинг и соавт. разработали приложе-
ние CutSPR (https://github.com/sdietri/cutspr) – биоинформа-
тический инструмент, позволяющий осуществить дизайн 
праймеров и генетических конструкций на основе плазмид-
ного вектора pJOE8999 для специфического мутагенеза 
с помощью систем CRISPR-Cas9 [77]. С помощью данного 
ресурса были получены генетические конструкции с компо-
нентами системы CRISPR-Cas, которые использовали для 
делеции и вставки генов в геном фага vB_BsuP-Goe1, инфи-
цирующего Bacillus subtilis.

В феврале 2019 г. была опубликована работа, посвящен-
ная редактированию генома фага Т2 с использованием 
систе мы CRISPR-Cas9 с целью расширения/изменения спек-
тра его антибактериальной активности путем замены генов, 
кодирующих как длинные, так и короткие хвостовые фибрил-
лы, на соответствующие гены фага РР01, способного инфи-
цировать E. coli O157:H7 [78]. В результате был получен 
реком бинантный фаг T2, также способный инфицировать 
E. coli O157:H7 (рис. 8).

Заключение

Таким образом, бактериофаги и закодированные в их 
гено мах белки и ферменты являются кандидатами для раз-
работки антибактериальных средств, активных против раз-
личных бактериальных возбудителей. Изучение геномного и 
структурного разнообразия бактериальных вирусов и исполь-
зование различных методологических подходов: гомологич-
ной рекомбинации, совместной электропорации фаговой 
ДНК и матрицы для рекомбинации, сборки фаговой ДНК 
in vitro и in vivo, в том числе с использованием промежуточ-
ного хозяина S. cerevisiae, а также стремительно развиваю-
щегося в последнее десятилетие CRISPR/Cas-редак ти ро-
вания являются основой для создания генно-инженерных 
фаговых частиц с заданными свойствами, включая рекомби-
нантные фаги с измененным/расширенным спектром анти-
бактериальной активности, перспективные для дальнейше-
го практического использования. 
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Как бактерии «действуют как единое целое», чтобы избежать антибиотиков

Исследовали влияние бактериофаговой инфекции и лечения антибиотиками на 
координацию роения, коллективной формы жгутико-опосре до ванной подвижности 
бактерий. Показано, что фаговая инфекция оппортунистического бактериального 
патогена Pseudomonas aeruginosa устраняет подвижность роя в зараженной субпо-
пуляции и индуцирует высвобождение сигнальной молекулы PQS Pseudomonas 
quinolone, которая отталкивает неинфицированные субпопуляции от попадания в 
зараженную область. Эти механизмы имеют общий эффект ограничения инфекции 
субпопуляции, что способствует ее выживанию. Антибактериальная обработка 
P. aeruginosa вызывает тот же ответ, устраняя подвижность роя и отталкивая при-
ближающиеся скопления от зоны, обработанной антибиотиком, через PQS-
зависимый механизм. Рой полностью отталкивается от зоны P. aeruginosa, обрабо-
танной антибиотиками, что соответствует форме уклонения от антибиотиков, и не 
отталкивается только антибиотиками. PQS выполняет несколько функций, в том числе выполняет функции quorum-sensing молекулы, акти-
вирует реакцию окислительного стресса и регулирует высвобождение вирулентности и факторов, модифицирующих хозяина. PQS служит 
также сигналом предупреждения о стрессе, который заставляет большую популяцию физически избегать клеточного стресса. Реакция на 
стресс на коллективном уровне, наблюдаемая здесь у P. aeruginosa, согласуется с механизмом, способствующим выживанию бактериаль-
ных популяций.
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