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Основной проблемой, связанной с использованием полилактида (ПЛ) в различных областях, явля-
ется требование контролируемой деградации его в составе отходов. Однако в настоящее время воз-
можности биодеструкции ПЛ не изучены в достаточной степени. Предполагается, что микроорга-
низмы могут разлагать полимер только после его предварительного химического гидролиза и
уменьшения его молекулярной массы до 10000 Да и менее. В обзоре рассмотрено влияние различ-
ных факторов на абиотическую и биотическую стадии деструкции ПЛ. Особое внимание уделено
особенностям биоразложения полимера в условиях промышленного компостирования как наибо-
лее перспективного способа его переработки в составе пищевых отходов. Приведены микроорга-
низмы, участвующие в деструкции ПЛ, а также их ферменты.

Ключевые слова: биопластики, полилактид, биодеградация, промышленное компостирование, пи-
щевые отходы, микробное сообщество
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Ежегодно образуется практически 400 млн. т
отходов из пластика, и только 18% в среднем по
миру из них перерабатывается и 24% сжигается
[1]. Остальные 58% либо отправляются на свалки,
либо попадают в естественную среду [2, 3]. Хоро-
шо известное так называемое “большое тихооке-
анское мусорное пятно”, которое в основном со-
стоит из пластика (около 80000 тонн), занимает
площадь более 1.6 млн км2 и является ярким сви-
детельством масштабов глобальной проблемы [4].
Ситуация усугубляется тем, что основная масса
пластиковой упаковки продуктов питания после
использования становится практически неотде-
лима от потока пищевых отходов и соответствен-
но должна утилизироваться совместно. Согласно
последнему исследованию ООН в 2019 г. пример-
но 931 млн. т продуктов питания было выброшено
в мусорные баки домашних хозяйств, пунктов
розничной торговли и предприятий обществен-
ного питания (https://www.unep.org/ru/resourc-
es/doklad/doklad-yunep-ob-indekse-pischevykh-ot-
khodov-za-2021-god).

Поиск биоразлагаемых, получаемых из возоб-
новляемых ресурсов материалов привлекает все

больше внимание для решения глобальной угро-
зы загрязнения отходами из трудноразлагаемых
полимеров и, в частности, формируемых частиц,
так называемого, микропластика [5, 6]. Разработ-
ка методов создания биодеградируемых полимер-
ных материалов, которые обычно называют био-
пластиками, и изучение особенностей процессов
их деструкции остаются актуальными [7].

Мировое производство биопластика в настоя-
щее время составляет более 2 млн. т ежегодно с
тенденцией увеличения [8]. Переход изготовле-
ния одноразовой посуды и упаковки продуктов
питания на биоразлагаемые материалы хорошо
укладывается в концепцию устойчивого развития.

Среди биоразлагаемых полимеров особое вни-
мание привлекают термопластичные сложные
полиэфиры алифатического ряда, такие как по-
лилактид (ПЛ), который может разлагаться мик-
роорганизмами как в окружающей среде, так и в
условиях промышленного компостирования [9–13].
Отсутствие токсичности позволяет широко при-
менять ПЛ для разработки различных упаковоч-
ных материалов [14]. Молочная кислота, необхо-
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димая для производства ПЛ путем поликонденса-
ции, в основном получается в результате микробной
ферментации отходов производства таких сельско-
хозяйственных культур, как пшеница и кукуруза
[15].

В настоящее время ПЛ является одним из наи-
более коммерчески производимых биопластиков,
на долю которого приходится 25% мирового про-
изводства [10], а также самым распространенным
биоразлагаемым упаковочным материалом для
пищевых продуктов [8, 16]. Потребление ПЛ за
2015–2019 гг. выросло на 63%: со 168 до 273 тыс. т
(https://marketing.rbc.ru/articles/11659/). Рост по-
требления ПЛ связан с повышением спроса на
биоразлагаемые материалы на основе возобнов-
ляемого сырья.

Полимерный материал должен обладать ста-
бильными характеристиками в течение всего сро-
ка службы, но достаточно быстро разлагаться при
попадании в категорию отходов. Тем не менее ис-
пользование изделий из ПЛ имеет некоторые
ограничения, поскольку полимер характеризуется
довольно продолжительными сроками деграда-
ции [17]. Так, в работе [18] сообщается, что для его
естественного разложения требуется до 2 лет.
Медленная деградация ПЛ в окружающей среде
является значимой проблемой и может ограничи-
вать его применение.

В связи с общей рекомендацией выбрасывать
биопластик совместно с твердыми коммунальными
отходами концентрация этих продуктов в потоке
отходов быстро увеличивается и, как ожидается, до-
стигнет высоких значений в ближайшие годы: по
прогнозу, в 2030 г. концентрация составит 8–10%
по массе [19]. Таким образом, оценка влияния
биопластиков на процесс и качество продуктов
компостирования становится актуальной зада-
чей.

В то же время постоянное улучшение техниче-
ских свойств ПЛ, в том числе термостабильности
и механических характеристик, приводит к зна-
чительному снижению его способности к мик-
робному разложению. Таким образом, возникает
противоречие между необходимостью улучшения
потребительских свойств ПЛ и сохранением его
способности к биоразложению.

Целью настоящего обзора является системати-
зация данных о механизмах биодеградации ПЛ, в
том числе при компостировании в составе других
органических отходов.

Деградации ПЛ в окружающей среде. В природ-
ных условиях сосуществуют как биотические, так
и абиотические факторы разложения ПЛ [20]. На
скорость деградации ПЛ в окружающей среде влия-
ют: надмолекулярная структура, молекулярная мас-
са, химический состав (содержание D-изомера),
степень кристалличности, температуры стеклова-
ния Tg и плавления Tm, пористость, размеры изде-

лия, наличие наполнителя и др., а также факторы
окружающей среды, такие как влажность, темпе-
ратура, рН, микроорганизмы, среда разложения
(водный раствор буферов, почва, компост, био-
логические жидкости, in vivo) [20, 21].

Обычно биоразложению предшествует ча-
стичная деструкция полимера в результате раз-
личных физико-химических воздействий (темпе-
ратура, влажность, УФ-излучение, др.) [18, 22].
Механизмы разложения ПЛ в окружающей среде
можно формально разделить на: 1) физические,
относящиеся к таким изменениям, как растрески-
вание, охрупчивание, отслаивание, др.; 2) химиче-
ские, относящиеся к изменениям на молекулярном
уровне, таким как разрыв связей в основной цепи
или их окисление, что зачастую приводит к сни-
жению молекулярной массы полимера [3]. Как
правило, химическое разложение при температу-
рах, близких к температуре окружающей среды,
происходит через гидролиз или окисление, кото-
рые могут быть ускорены микробной активно-
стью, теплом, светом или их комбинацией. ПЛ
может подвергаться гидролитическому, термиче-
скому, окислительному, бактериальному, фер-
ментативному расщеплению и фотодеградации
[4, 23]. В зависимости от вида воздействия, вызы-
вающего процессы деградации, их можно разде-
лить на небиотические (гидролиз, термическая
деградация, окисление, фотолиз) и биотические
процессы (потребление микроорганизмами).

Гидролитическая деструкция ПЛ включает в се-
бя стадии водопоглощения, расщепления сложно-
эфирных связей и диффузии водорастворимых
олигомеров из объема материала в окружающую
среду [13, 16]. В процессе гидролиза вода действует
как пластификатор ПЛ, тем самым повышая по-
движность полимерных цепей, что приводит к
кристаллизации и потере прозрачности полимера.
Отмечается, что этот процесс более характерен
для ПЛ с молекулярной массой менее 100 кДа.
Более высокомолекулярный ПЛ в меньшей сте-
пени подвержен деградации и дольше сохраняет
свою прочность и прозрачность.

В естественных условиях гидролитическая
абиотическая деградация сменяется биодеградаци-
ей, при которой происходит разложение раствори-
мых олигомеров с молекулярной массой 10000–
20000 Да микроорганизмами (биотический про-
цесс) [10, 13]. При этом на поверхностях изделия
из пластика образуются биопленки, сформирован-
ные микроорганизмами [24], плотность которых
может значительно возрастать при наличии опти-
мальных условий [18, 22]. Низкомолекулярные
продукты деградации ПЛ, образующиеся при
действии ферментов, относящихся к классу гид-
ролаз (липаза, кутиназа, эстераза, др.) могут ис-
пользоваться микроорганизмами с выделением
CO2, H2O и других продуктов метаболизма
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[18, 22]. Исследования Ришерт и Домбровской
[24] показали, что консорциумы микроорганиз-
мов, присутствующие в компосте и иле, достаточ-
но активно участвуют в биодеградации полимер-
ных материалов.

Абиотическая деградация. Необходимо отме-
тить, что именно абиотический гидролиз счита-
ется лимитирующей стадией деградации ПЛ
[4, 29]. Разрыв химических связей в макромоле-
кулах является лишь начальной стадией разруше-
ния (эрозии) полимера, которое в итоге приводит
к его полному “исчезновению” в окружающей сре-
де. По способу разрушения выделяют поверх-
ностную (гетерогенная) и объемную (гомоген-
ная) эрозию в зависимости от соотношения ско-
ростей химической деструкции, протекающей на
поверхности и в объеме полимерного изделия.
При гидролитической деструкции поверхностная
эрозия имеет место, когда скорость реакции гидро-
лиза выше, чем диффузия воды в объем материала,
например, в присутствии катализаторов – сильных
кислот и оснований. В этом случае полимер теряет
массу на границе с окружающей средой, со вре-
менем уменьшается его объем, но форма образца
сохраняется. При объемной эрозии происходит
быстрая диффузия воды в структуру полимера, и
реакция гидролиза происходит одновременно во
всем объеме образца примерно с одинаковой ско-
ростью. Для этого случая обычно значительно из-
меняется молекулярная масса полимера, но масса
и размер образца обычно остаются постоянными
в течение значительного времени. Механизм эро-
зии определяется размером и формой деградируе-
мого изделия, а именно соотношением его объема и
поверхности, контактирующей с окружающей сре-
дой. В этом случае поверхностная эрозия происхо-
дит, когда толщина полимерного изделия больше её
критической величины Lкр (для ПЛ Lкр = 7.4 см
[27]), если же размеры меньше Lкр, то преобладает
объемная эрозия.

Как правило, абиотическая деградация поли-
эфиров состоит из двух последовательных процес-
сов: сначала происходит диффузия воды в объем
полимера, а затем его гидролитическая деструкция

через разрыв сложноэфирных связей макромоле-
кул по реакции, рис. 1.

Скорость этого процесса в значительной сте-
пени зависит от молекулярной массы полимера.
Так, срок разложения высокомолекулярного ча-
стично кристаллического поли(L-лактида) состав-
ляет не менее двух лет, тогда как низкомолекуляр-
ного – всего несколько недель. Кале с соавт. [13] со-
общают о снижении скорости разложения ПЛ в
компосте при увеличении молекулярной массы
(Mм) полимера.

Важнейшими факторами, оказывающими
влияние на скорость разложения, являются степень
кристалличности и размер кристаллитов [25], по-
скольку доступ молекул воды в более плотные
кристаллические области материала затруднен, и
деструкция в них проходит значительно медлен-
нее, чем в менее плотных аморфных областях. В
первую очередь разлагаются аморфные области,
степень кристалличности материала по мере его
деструкции сначала растет и только, когда начи-
нают деградировать кристаллические области,
она падает [26]. На ранних этапах разложения,
пока процесс происходит в аморфной фазе, раз-
мер кристаллитов не оказывает значительного
влияния на скорость процесса. На поздних этапах
разложения во время деструкции кристалличе-
ской фазы размер кристаллитов приобретает важ-
ную роль: чем размер больше, тем более она за-
труднена [28].

Влияние таких характеристик как стереорегу-
лярность и оптическая чистота на скорость разло-
жения значительно меньше, чем молекулярной
массы. При введении звеньев D- или D, L-лактида
в ПЛ деструкция полимера ускоряется. Это связано
с нарушением упорядоченности цепей и умень-
шением степени кристалличности, что приводит
к ускорению диффузионных процессов в аморф-
ных областях [29–31]. Например, для деструкции
аморфного высокомолекулярного поли(D, L-лак-
тида) требуется не более 12–16 мес [17].

Температура играет решающую роль в гидро-
лизе ПЛ. Сообщается Кастро-Агирре с соавт. [15],
что этот процесс активизируется при температуре

Рис. 1. Гидролитическая деструкция полимера через разрыв сложноэфирных связей макромолекул: 1 и 4 – ПЛ со сте-
пенью полимеризации n и (n – 1) соответственно, 2 – промежуточный продукт реакции, 3 – молочная кислота.
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выше 30°С. Значительное увеличение скорости
гидролитической деструкции происходит при до-
стижении температуры стеклования (около 60°С)
[32]. В работах Иньигес-Франко и соавт. (2016) и
Тейшейра и соавт. (2021) отмечается, что ско-
рость гидролиза ПЛ выше в смесях воды с этано-
лом или акрилонитрилом, что связывают с пла-
стифицирующим действием органических рас-
творителей и ускорением диффузии воды в объем
полимера [4, 33]. При этом при повышенной тем-
пературе (130–200°С) и действии микроволново-
го излучения в присутствии спиртов (этанол, бу-
танол) разрыв сложноэфирных связей ПЛ может
происходить в результате реакции алкоголиза, без
участия молекул воды [34].

Известно, что гидролиз сложноэфирных свя-
зей ускоряется в присутствии кислот или щело-
чей, а его механизм зависит от рН среды [21]. В
сильнокислой среде преобладает механизм разло-
жения, включающий отщепление концевого звена
цепи, а в щелочной среде происходит отщепление
линейного димера молочной кислоты с последу-
ющим разложением его до мономера. В слабокис-
лой или нейтральной средах имеет место случайное
расщепление сложноэфирных групп, постепен-
ная олигомеризация исходного полимера с по-
следующим образованием растворимых продук-
тов [21, 35–37]. Накопление продуктов разложе-
ния в матрице вызывает эффект автокатализа, что
в свою очередь влияет на кинетику и характер де-
струкции: могут образовываться полости внутри
образца, так как скорость разложения в объеме
оказывается выше, чем на поверхности [38].

По теории Питта гидролиз ПЛ описывается
кинетическим уравнением реакции третьего по-
рядка, скорость которой зависит от концентрации
сложноэфирных связей, количества адсорбиро-
ванной воды и концентрации кислых продуктов
гидролиза [4]. Эта теория предсказывает линей-
ную зависимость между логарифмом молекуляр-
ной массы полимера и временем разложения, но
не учитывает явления переноса в процессе де-
струкции. В присутствии сильнокислой среды
кинетика гидролиза ПЛ достаточно хорошо опи-
сывается процессом псевдопервого порядка, ко-
гда скорость процесса зависит только от концен-
трации сложноэфирных связей и определяется
степенью полимеризации полимера.

Твердофазная деструкция. Процесс разложе-
ния ПЛ в почве происходит с существенно более
низкими скоростями по сравнению с компостом
из-за более низких значений температуры и
влажности. В работах Караманлиоглу с соавт., а
также Калмон с соавт. [39, 40] обнаружили, что
через 1 г. изменения в образце ПЛ были незначи-
тельными, а через 2 г. образец ПЛ только имел не-
которые признаки деградации, хотя за это же время
образец поли(ε-капролактона) разложился пол-

ностью. Это связывают с низкими скоростями
гидролитической деструкции ПЛ при низких
температурах – в таких условиях потребовалось
бы много десятилетий, чтобы полимер разрушился
до олигомерных продуктов, пригодных для ути-
лизации микроорганизмами. Часто в результате
деятельности мезо- и микрофауны, например,
дождевых червей, происходит механическая де-
градация и фрагментация полимерных отходов,
что приводит к включению их в состав почвы.

В этой связи становятся актуальными исследо-
вания, посвященные поиску подходов изменения
скорости биодеградации ПЛ, которые бы позво-
лили контролировать протекание этого процесса
в том числе в окружающей среде и в условиях
компостирования.

Методы изменения скорости разложения ПЛ.
Для увеличения скорости гидролитической де-
струкции наиболее часто используют подход,
связанный с изменением геометрии цепи ПЛ.
Например, введение звездообразного ПЛ (пред-
ставляет собой разветвленный полимер, в кото-
ром разветвления как “лучи” выходят из одного
центра) в смесь с линейным ПЛ (макромолекула,
не имеющая разветвлений) приводит к снижению
способности такого материала к кристаллизации.
В работе [41] было показано, что с увеличением
количества звездообразного ПЛ в смесевых об-
разцах происходило значительное ускорение их
деградации: до 50% (по массе) вместо 10% – на
основе линейного ПЛ. В качестве других причин
увеличения скорости разложения в присутствии
звездообразного ПЛ указывается его достаточно
низкая молекулярная масса и большая концен-
трация концов с полярными ОН-группами.

Для получения материалов с контролируемы-
ми сроками разложения часто проводят сополи-
меризацию исходных мономеров (лактидов) с
другими лактонами [42] или аспарагиновой кис-
лотой [43]. Например, меняя соотношение зве-
ньев лактида и гликолида в сополимере, можно
регулировать сроки разложения в диапазоне от
нескольких месяцев до нескольких лет. Сополи-
мер лактида с аспарагиновой кислотой показыва-
ет достаточно высокую скорость деградации при
40°С в широком диапазоне рН (3.4–12.0) даже в
растворах с высокой концентрацией соли NaCl
вплоть до полного разложения за 30–40 сут (рН
10.4) [43].

Другой подход – синтез привитого сополиме-
ра полиакриловой кислоты на ПЛ. Для подобного
сополимера уже через 7 сут при 37°С наблюдали
интенсивные процессы деструкции, которые со-
провождались выделением олигомерных и низ-
комолекулярных веществ, хотя для исходного не-
привитого ПЛ подобные явления наблюдали
только спустя 130 сут [44]. Ускорение деградации
ПЛ происходит также при введении в него соевого
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масла, которое химически подшивают к основной
цепи полимера как небольшие ответвления [45].
Оригинальный подход, позволяющий не только
контролировать и варьировать сроки разложения
ПЛ от 2 нед. до 2 лет, но и места его деструкции,
предложен в работе [46]. Для этого при синтезе
полимера в основную цепь включаются звенья,
содержащие легко гидролизующуюся фосфо-
эфирную связь, которые становятся точками раз-
рыва макромолекулы. Необходимо отметить, что
синтез сополимеров строго определенного состава
представляет собой достаточно сложную задачу,
решение которой требует привлечения сложного
оборудования и значительных экономических за-
трат.

Эффективный путь к регулированию кинети-
ки деградации – введение в полимерную матрицу
функциональных добавок, ускоряющих или за-
медляющих разложение [47]. Обычно введение
гидрофильных наполнителей (частицы металлов
и их оксидов, древесный уголь, водорастворимые
полимеры, слоистые силикаты, др.) повышает
гидрофильность полимерной матрицы, увеличи-
вает площадь ее поверхности, контактирующей с
водой и тем самым приводит к ускорению про-
цессов гидролитической деструкции [48–52].
Важно отметить, что контакт микроорганизмов с
полимером в компосте или почве происходит на
границе раздела сред, поэтому свойства поверхно-
сти играют значительную роль. Так, шероховатая
поверхность с большим количеством полярных
гидрофильных функциональных групп гораздо
более подвержена биоразложению, чем гладкая и
гидрофобная. Действительно, добавление в ПЛ
ацетата целлюлозы приводило к резкому росту
потери массы образцом при выдерживании в почве
[51]. Влияние на деструкцию ПЛ гидрофильных
частиц неорганической природы в значительной
мере определяется их дисперсностью и качеством
смеси. Так, в работе [53] было отмечено, что вве-
дение компатибилизатора в смесь полимера с ча-
стицами слоистого силиката (монтмориллонит)
дополнительно приводит к ускорению биоразло-
жения ПЛ в компосте и почве. В работе [54] для
получения волокнистых материалов из ПЛ с уско-
ренными сроками разложения авторы предложи-
ли использовать молекулярный йод в качестве
функциональной добавки. Исследование процесса
гидролитической деструкции подобных волокон
показало, что такие образцы деградируют быст-
рее по сравнению с незаполненными матрицами.

Важно отметить, что введение наполнителей
щелочной природы, например, карбонатов на-
трия, кальция или цинка в сополимер L-лактида
и гликолида замедляет его разложение вследствие
нейтрализации карбоксильных групп кислот, об-
разующихся в ходе гидролиза, а также устранению
автокаталитического эффекта продуктов разло-
жения [55]. Наполнители, снижающие чувстви-

тельность ПЛ к влаге, также препятствуют его
быстрой деградации. Например, добавление 30–
40% (по массе) карбида кремния SiC приводит к
увеличению срока разложения композита в ней-
тральной среде при 50°С до 140 сут (для исходного
ПЛ этот срок составлял около 60 сут) [56], что ав-
торы связывали с уменьшением влагопоглоще-
ния и коэффициента диффузии для наполненных
образцов. Похожее действие наблюдали при до-
бавлении частиц наноглин и графеновых нано-
пластинок [26]. Другой механизм, позволяющий
снизить скорость биоразложения ПЛ, основан на
введении в него веществ, обладающих антибакте-
риальными свойствами, например, наночастиц
серебра [57], что препятствует образованию на по-
верхности такого материала биопленки из микро-
организмов, осуществляющих биотическую дегра-
дацию.

Пленки из ПЛ, содержащие наночастицы лиг-
нина, были предложены в качестве пищевых упа-
ковочных материалов [58]. Сообщается, что до-
бавление до 3% (по массе) наночастиц лигнина
придавало пленкам ПЛ УФ-защитные, антиокси-
дантные и антибактериальные свойства, при этом
термическая стабильность ПЛ не изменялась, и
пленки разлагались при лабораторном компости-
ровании до уровня распада выше 90% за 17 сут.

Важным способом изменения эксплуатацион-
ных свойств ПЛ и увеличения его теплостойкости
является введение в полимер зародышеобразова-
телей, которые ускоряют процесс кристаллизации
[15]. Например, Corbion Purac® (Нидерланды) про-
изводит ударопрочную и термостойкую посуду на
основе ПЛ (Puralact®), которую можно исполь-
зовать в микроволновой печи. Ожидается, что
термостойкая посуда для пищевых продуктов из
ПЛ станет более доступной в ближайшие годы. В
то же время необходимо помнить, что при дости-
жении улучшенной прочности и увеличения сте-
пени кристалличности модифицированных ПЛ
необходимо сохранять способность к биологиче-
скому разложению [59].

Компостирование ПЛ. Компостирование ис-
пользуется как универсальный подход к обработ-
ке биоразлагаемых твердых отходов [13]. В связи с
недавней коммерциализацией ПЛ для продуктов
с коротким сроком хранения его деградация в
условиях промышленного компостирования все
чаще становится предметом исследований. Одна-
ко механизмы деградации ПЛ и понимание роли
микроорганизмов все еще недостаточно изучены
[20]. Компостирование – экзотермический про-
цесс биологического окисления, в котором орга-
нический субстрат подвергается биодеградации
смешанной популяцией микроорганизмов,
включающей бактерии, археи и грибы [60]. При
этом происходит повышение температуры в ком-
постируемом материале до 50–60°С и выше при
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относительно низкой массовой доли влаги: около
60% в начале процесса и 40–50% в конце созрева-
ния компоста.

Механизм деградации. При компостировании
необходимо учитывать, что на субстрат оказывают
воздействие как биотические, так и абиотические
факторы [13]. Предполагается, что микроорганиз-
мы могут разлагать полимер только после его пред-
варительного химического гидролиза и уменьше-
ния его молекулярной массы до 10000 Да и менее
[20]. Это отличительная особенность полученных
промышленно полимеров, поскольку природные
биоразлагаемые полимеры деградируют под воз-
действием микроорганизмов за одну стадию.

Возможный процесс разложения ПЛ при ком-
постировании включает следующие стадии: адсорб-
ция воды, расщепление сложноэфирных связей с
образованием водорастворимых олигомерных про-
дуктов и мономеров, разложение растворимых оли-
гомеров с молекулярной массой до 10000 Да мик-
роорганизмами [13, 20]. Биоразложение начина-
ется с адгезионного закрепления на поверхности
ПЛ микробных клеток, которые выделяют экзо-
ферменты, разрушающие материал [23].

Реакцию биодеградации ПЛ при компостиро-
вании можно описать следующим образом [61]:

(1)

CПЛ превращается в биомассу Cбиомасса с кинети-
кой (a), а затем Cбиомасса превращается в CO2 с ки-
нетикой (б).

Лучший способ мониторинга и количествен-
ной оценки биоразложения состоит в измерении
реагента (O2) или конечного продукта (CO2) энерге-
тического метаболизма. Процент биодеградации
представляет собой отношение между выделенным
диоксидом углерода CСО2 и теоретическим СО2, то
есть количеством СО2, ожидаемым в случае пол-
ного окисления углерода, присутствующего в об-
разце ПЛ (СПЛ)

(2)

Продукты гидролиза и пути гидролиза, влияние
продуктов гидролиза на процесс компостирования,
глубина гидролиза. Первоначально биодеградация
ПЛ происходит на поверхности и в конечном ито-
ге распространяется внутри материала, способствуя
полной его деградации [23]. Поверхностный гидро-
лиз приводит к увеличению количества трещин на
поверхности образцов ПЛ. Далее, за диффузией
воды внутрь материала следует рост микроорга-
низмов и секреция ферментов.

Наличие сложноэфирных связей в основной
цепи ПЛ делает полимер чувствительным к гид-
ролизу как химическому, так и ферментативному
[62]. В зависимости от рН среды механизм гидро-

( ) ( )
ПЛ 2 биомасса 2 2С О C  СО Н Оa b+ → → +

2СО

ПЛ

С
Биодеградация % 100.

С
= ×

лиза различный: ПЛ разлагается быстрее в ще-
лочных условиях, поскольку во время гидролиза
расщепление сложноэфирных групп катализиру-
ется гидроксид-ионами [20]. Также сообщается,
что при разложении пластиков смешанными
культурами возможно воздействие на полимер
агрессивных продуктов метаболизма (например,
кислот), продуцируемых компонентами сообще-
ства, растущими на доступных источниках углерода
и энергии, и не образующих ферментов прямого
воздействия на полимер [63]. Так при компостиро-
вании, в результате метаболизма молочнокислых
бактерий, дрожжей и плесневых грибов рН отхо-
дов может снижаться от 7 до 4–5 и затем повы-
шаться до 8–9 рН в результате разложения орга-
нических кислот и образования аммиака [64, 65].

Значимым является то, что побочные продук-
ты разложения ПЛ могут изменять компостную
среду и микробную популяцию [13]. Аурас и со-
авт. [66] было продемонстрировано, что не более
10% (по массе) образца ПЛ следует вносить в ком-
постируемый материал, чтобы избежать подкис-
ления из-за образования молочной кислоты в
процессе гидролиза. По другим данным, при уве-
личении содержания ПЛ в компосте до 30% (по
массе) происходило замедление разложения по-
лимера вследствие снижения pH компоста с 6.0
до 4.0 через 4 нед. [67]. Таким образом, следует
учитывать общее количество ПЛ, вносимого при
компостировании, а также рН отходов.

Скорость гидролиза заметно возрастает с ростом
температуры, особенно при превышении темпера-
туры стеклования [68]. Ранее было показано, что
при компостировании как органической фракции
твердых коммунальных отходов (ОФТКО), так и
пищевых отходов, температура саморазогрева,
превышающая температуру стеклования аморф-
ного ПЛ (~60°C), наблюдалась в течение 10–12 сут
[64, 65].

Микроорганизмы, участвующие в деградации ПЛ.
На сегодняшний день опубликовано достаточно
большое количество работ, посвященных микро-
организмам – деструкторам ПЛ, табл. 1. В лабора-
торных экспериментах исследованы и описаны,
главным образом, монокультуры бактерий и гри-
бов, разлагающих ПЛ. Вместе с тем, относитель-
но мало работ по изучению активности бинарных
культур и более сложных микробных сообществ,
синергии и взаимодействия разных микроорга-
низмов при деградации ПЛ, кворум-сенсингу в
таких сообществах. Все перечисленные вопросы
станут новыми важными направлениями в иссле-
дованиях микробной деградации этого полимера
[23, 69].

Способность к деградации ПЛ могут проявлять
микробные сообщества из различных мест обита-
ния, с разной степенью антропогенной нагрузки.
В лабораторных условиях наибольшую эффек-
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тивность демонстрируют микроорганизмы сооб-
щества компоста и активного ила [24]. В сообще-
стве компоста, включающего как бактерии, так и
микромицеты, при разложении ПЛ наблюдалась
синергия между этими группами микроорганиз-
мов [70]. Микроорганизмы способны осуществ-
лять деструкцию даже модифицированного ПЛ,
включающего различные антибактериальные до-
бавки. Возможность последующей деструкции
такого полимера позволит создавать, к примеру,
упаковки для пищевых продуктов с антибактери-
альными свойствами для пролонгирования сро-
ков хранения [57, 71].

Большинство известных видов бактерий, раз-
рушающих ПЛ, относятся к филумам Actinomyce-
tota, Pseudomonadota, Bacillota и Bacteroidota, виды
грибов – в основном относятся к Basidiomycota и
Ascomycota [11, 62, 70, 72–80].

Сообщается, о выявленной способности к де-
градации ПЛ некоторых представителей таких
родов, как Bacillus sp. (B. smithii, B. licheniformis),
Pseudomonas sp. (P. geniculate), Pseudonocardia sp.,
Serratia sp. (S. plymuthica), Stenotrophomonas sp.
(S. maltophilia), Brevibacillus, Geobacillus и др. [72–
74]. Некоторые виды грибов: Aspergillus niger, Cha-
etomium globosum, Paecilomyces variotti, Penicillium
pinophilium и Trichoderma viride, были использова-
ны для увеличения скорости биодеградации ПЛ,
в том числе за счет синергетического взаимодей-
ствия с бактериями из почвы или компоста [70].

Использование консорциума Penicillium chrysoge-
num, Cladosporium sphaerospermum, Serratia marc-
escens и Rhodotorula mucilaginosa позволяло до-
стичь 44%-ной потери массы ПЛ за 30 сут компо-
стирования [74]. С действием гриба Thermomyces
lanuginosus из компоста связывают быстрое разло-
жение композитов на основе ПЛ при 50°C [11].

Семейство Bacillaceae, в том числе бактерии ро-
дов Brevibacillus, Geobacillus и Bacillus, является од-
ним из основных в прокариотическом сообществе
микроорганизмов компостируемых пищевых от-
ходов, а также ОФТКО, составляя 16–44% в тер-
мофильную стадию [64, 65]. Актиномицеты, а
именно представители рода Actinomadura, представ-
лены примерно в той же степени, что и бациллы. Ос-
новными представителями родов грибов, домини-
рующих при компостировании пищевых отходов –
Penicillium и Cladosporium, а при высокотемпера-
турном компостировании ОФТКО – Thermomy-
ces. Таким образом, как прокариоты, так и грибы
в составе микробиоты пищевых отходов и ОФТКО
потенциально могут быть активными деструкто-
рами ПЛ.

Обнаружено, что большинство актинобакте-
рий, разлагающих ПЛ, принадлежат к семейству
Pseudonocardiaceae. Из тайской лесной почвы был
выделен и исследован штамм актинобактерий Ac-
tinomadura keratinilytica T16-1, который показал

способность к разложению ПЛ при температуре
50°C в жидкой среде с добавлением пленки поли-
мера в качестве источника углерода [76].

Сообщается также о трех бактериальных штам-
мах, выделенных из компоста и обладающих спо-
собностью разлагать ПЛ при температуре окру-
жающей среды, – Pseudomonas aeruginosa S3 и
Sphingobacterium S2, а при повышенных темпера-
турах – Geobacillus EC-3 [62]. Эти штаммы были
способны использовать полимер в качестве един-
ственного источника углерода при температуре
~30°C или 58°C соответственно. Все изоляты об-
разовывали биопленку на ПЛ, что, по-видимому,
сопровождалось оптимизацией секреции фер-
ментов на поверхности полимера. Были также
идентифицированы катаболические гены, ответ-
ственные за биодеградацию различных соедине-
ний (ксенобиотиков), гены транспорта и утили-
зации лактата, а также нескольких ферментов,
которые, возможно, принимают участие также в
деградации многих органических загрязнителей.

Как было указано выше, некоторые микроми-
цеты принимают участие в разложении ПЛ, хотя
работ, посвященных роли грибов в данном про-
цессе, меньше, чем посвященных бактериям [69].
Среди микромицетов, способных к деградации
ПЛ, можно отметить представителей родов Asper-
gillus, Penicillium и Parengyodontium (Tritirachium)
из микробных сообществ почвы и компоста
[70, 81]. Степень и скорость деградации ПЛ гриба-
ми во многом определяется температурой среды, а
также кристалличностью самого полимера [82, 83].

В ряде работ изучали инокуляцию отдельными
микроорганизмами для ускорения разложения
ПЛ в компосте [75, 76]. Geobacillus thermoleovorans
был выделен и идентифицирован как микробный
штамм из компоста, способный разлагать ПЛ при
58°C [75]. В работе Паттанасуттичонлакул с соавт.
[76] микробный консорциум осадка сточных вод
молочного производства (преобладали предста-
вители рода Actinomadura) и чистая культура Pseu-
domonas geniculata при совместной инокуляции и
по отдельности ускоряли разложение ПЛ при вы-
держивании в почве.

Калита и соавт. [10] показали, что разложение
ПЛ ускоряется в условиях компостирования при
увеличении содержания источников азота для ро-
ста микробного сообщества. В работе Бунлуксир
и соавт. [77] показано значительное ускорение
разложения ПЛ: потеря массы ПЛ до 99% наблю-
далась после 60 сут выдерживания в почве при ис-
пользовании штамма Pseudomonas geniculata и
внесении соевого экстракта в качестве добавки.
Быстрое разложение поли(L-лактида) смешан-
ной культурой микроорганизмов компоста на-
блюдали авторы в работе [78]: после 5 недель
пленки фрагментировались до мелкого порошка.
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Ферменты, участвующие в деструкции ПЛ.
Биодеградация сложных биополимеров может
осуществляться двумя типами ферментов: вне-
клеточными ферментами, которые расщепляют
длинноцепочечные полимеры на короткие оли-
гомеры или мономеры, которые впоследствии
могут потребляться клетками микроорганизмов,
и внутриклеточными ферментами, которые до-
полнительно расщепляют небольшие олигомер-
ные транспортируемые в клетку единицы суб-
страта [62].

К микробным ферментам, потенциально
участвующим в деградации ПЛ, относят карбок-
сиэстеразы, кутиназу, липазы, сериновые протеазы
(Tritirachium album, Amycolatopsis orientalis и Acti-
nomadura sp.), табл. 1. Для деструкции полимеров
микроорганизмы выделяют в окружающую среду
экзоферменты – деполимеразы, обладающие гид-
ролитической активностью, для разрушения слож-
ноэфирной связи в структуре ПЛ. С помощью внут-
риклеточных ферментов происходит деградация
микроорганизмами олиго- и мономерных про-
дуктов деполимеризации ПЛ с образованием в
качестве конечных продуктов воды, углекислого

газа или метана [82]. Процесс индуцируется таки-
ми веществами, как желатин, эластин, фиброин,
а также некоторыми белками, пептидами и ами-
нокислотами [20]. Большинство индукторов име-
ют субъединицу L-аланина, схожую с субъедини-
цей L-молочной кислоты в стереохимической
позиции хирального углерода. Активность фер-
ментов, разрушающих ПЛ, зависит от значений
температуры и рН среды, кристалличности мате-
риала, стереохимии полимерной цепи [23].

Первым описанным в литературе ферментом,
разлагающим ПЛ, была протеиназа K (сериновая
протеаза), выделенная из микромицета Engyodon-
tium album (Tritirachium album) [85]. Сообщается
также, что у актинобактерий рода Amycolatopsis
идентифицирована сериновая протеаза, которая
может осуществлять гидролиз ПЛ в качестве суб-
страта и расщеплять сложноэфирную связь [79]. В
геноме Pseudomonas aeruginosa S3, разрушающего
ПЛ, было обнаружено 75 различных типов протеи-
наз, 50 эстераз и 25 различных типов липаз [62].

В работе [84] было показано, что фермент (от
12 до 20%, гомологи с белками, принадлежащими
к семейству кутиназ), экстрагированный из дрож-

Таблица 1. Ключевые микроорганизмы и ферменты, разрушающие ПЛ

Примечание: Н.о. – не определено.

Вид, штамм Ссылка Фермент

Бактерии
Amycolatopsis orientalis  [79, 84] Сериновая протеаза
Actinomadura keratinilytica T16-1  [76, 80] ПЛ-разрушающие протеазы
Pseudomonas aeruginosa S3  [62] Н.о.
Pseudomonas geniculata  [72, 76, 77] Н.о.
Brevibacillus sp.  [62] Н.о.
Serratia plymuthica  [72] Н.о.
Stenotrophomonas maltophilia  [73] Н.о.
Bacillus smithii  [74] Эстераза
Bacillus licheniformis  [11, 74] Н.о.
Geobacillus thermoleovorans, Geobacillus EC-3  [62, 74, 75] Н.о.
Sphingobacterium S2  [62] Н.о.
Cryptococcus sp. штамм S-2  [84] Кутиназа (от 12 до 20%, гомологи с белками, 

принадлежащими к семейству кутиназ)
Грибы

Engyodontium album
(Tritirachium album)

 [70, 79, 81, 84] Протеиназа К (сериновая протеаза)

Aspergillus niger  [70, 72] Липаза
Paecilomyces variotti  [70] Н.о.
Thermomyces lanuginosus  [11, 20] Н.о.
Trichoderma viride  [70] Н.о.
Chaetomium globosum  [70] Н.о.
Penicillium pinophilium  [70] Н.о.
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жей Cryptococcus sp. штамм S-2, значительно уско-
рял разложение высокомолекулярного ПЛ. Так,
при концентрации фермента 0.8 мкг мл–1 полное
разложение высокомолекулярного ПЛ (Mм 140 кДа)
происходило за 60 ч, тогда как протеиназа K пол-
ностью гидролизовала ПЛ при концентрации
400 мкг мл–1 за 88 ч.

Эффективность компостирования. Компости-
рование начинается с мезофильной фазы, в кото-
рой температура постепенно повышается до
45°С. При этом, при компостировании ОФТКО,
в первые 7 сут из-за деятельности молочнокислых
микроорганизмов происходит закисление среды
до рН 4–5 [64]. За этим этапом следует термофиль-
ная фаза, которая протекает при температурах, оп-
тимальных для проявления микробной активности
(между 45 и 70°С) и сопровождается образованием
аммиака в газовых порах до 6 мг NH3 сут–1 кг–1 су-
хого органического вещества. К окончанию ак-
тивной фазы разложения ОФТКО (первые 28 сут)
рН и электропроводность повышаются до 8–9 и
2000 мкСм см–1 соответственно. Такая динамика,
возможно, обеспечивает сравнительно быструю
деградацию ПЛ в составе ОФТКО.

Обычно на разложение упаковки из ПЛ в ком-
посте требуется не более 90 дней [13]. Сравни-
тельные результаты биодеградации ПЛ при ком-
постировании представлены в табл. 2 [13, 15, 58,
86–90]. Подавляющее большинство испытаний
на биоразлагаемость ПЛ проведено в лаборатор-
ных условиях при постоянной температуре 58°С,
рН ~ 7 и использовании в качестве субстрата ста-
бильного компостного материала из растительных
и животноводческих отходов. Несмотря на близ-
кие условия результаты биоразложения сильно
разнятся – от 30 до 100% за время от 17 до 98 сут.
В настоящее время отсутствуют результаты ис-
следования биодеградации ПЛ в составе пищевых
отходов в контролируемых условиях промышлен-
ного компостирования.

Наряду с так называемым термофильным ком-
постированием, нередки случаи дальнейшего по-
вышения температуры саморазогрева до 80°С и
выше в течение 5–7 сут и более, что является кри-
терием отнесения процесса к гипертермофильно-
му компостированию (ГТК) [91]. Некоторые ис-
следователи считают, что ГТК способствует более
быстрому созреванию компоста, удержанию азо-
та в системе, а также в большей степени снижает
содержание антибиотиков и микропластика в от-
ходах [92–94]. Запуск такого процесса с внесени-
ем культур гипертермофильных микроорганиз-
мов показан в работе [95].

Компостирование приводит к значительному
снижению молекулярной массы ПЛ (рис. 2). Гил-
Кастелл с соавт. [86] показали уменьшение Mм
ПЛ с 57000 до 5000–10000 Да. Причем это сниже-
ние было обнаружено уже на 15 сут нахождения

ПЛ в компосте как при 58°C, так и при 80°C. По-
следующая выдержка не приводила к дальнейше-
му снижению Mм вплоть до полного разрушения
образцов. Такое поведение характерно для мате-
риалов на основе ПЛ, подвергающихся биодегра-
дации при температуре выше температуры стек-
лования, которая также усиливается за счет более
высокой активности молекул воды. Температура
является решающим фактором для снижения Mм.
Более высокие температуры увеличивают как по-
движность полимерных цепей, так и активность
молекул воды, что приводит к усиленному гидро-
лизу полимеров за счет разрыва сложноэфирной
связи. Между тем, если такую сверхвысокую тем-
пературу (>80°С) отходы приобретают при ком-
постировании в результате естественного микроб-
ного экзотермического разложения, то это может
быть действенным инструментом ускорения биоде-
градации ПЛ.

ASTM D5338 и ISO 14855 являются основными
стандартами, которые используют для измерения
аэробного биоразложения пластиковых материа-
лов в условиях компостирования путем подсчета,
выделяющегося CO2 [15]. Определение степени
дезинтеграции пластиковых материалов в лабо-
раторных моделируемых условиях компостиро-
вания проводятся согласно ISO 20200. Согласно
этому методу, используемый компост должен
быть от 2 до 4 мес зрелости с рН 7–9. При испы-
тании поддерживается постоянная температура
58 ± 2°С. В то же время условия при реальном
компостировании значительно отличаются от
условий испытаний [64, 65]: сукцессия микробного
сообщества, рН меняется от 4–5 до 8–9, темпера-

Рис. 2. Динамика молекулярной массы Mм (1) и
биодеградации ПЛ (2) при компостировании (на ос-
нове [13, 15]).
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тура от 20 до 75°С. Так, по мнению Кале с соавт.
[13], время биодеградации в смоделированных и
реальных условиях промышленного компостиро-
вания может сильно различаться. По сведениям
Тосин и соавт. [96], методы испытаний с исполь-
зованием зрелого компоста в качестве субстрата
могут не соответствовать скорости биодеградации,
происходящей в свежих отходах.

Следует учитывать также, что разложение тер-
моустойчивых кристаллических ПЛ протекает
медленнее, чем аморфных [20, 97]. При этом ско-
рость ферментативной деградации в 7 раз ниже
для высококристаллического ПЛ по сравнению с
аморфными образцами. Таким образом, улучше-
ние физических свойств ПЛ, с одной стороны,
расширяет области применения этого материала,
с другой стороны, ухудшает биоразлагаемость и
перспективу утилизации отработанной массы по-
лимера.

***

В обзоре обобщены результаты современных
исследований по биодеградации ПЛ. Анализ ли-
тературных данных показал, что изменение или
химическая модификация ПЛ его молекулярных
и структурных характеристик и материалов на его
основе, природы вводимых функциональных до-
бавок и изменения условий разложения обуслав-
ливают возможность изменять скорость деграда-
ции биопластика в широких пределах. При разра-
ботке новых подходов, которые направлены на
улучшение потребительских свойств биопласти-
ка и их сохранение в течение всего срока службы
в условиях окружающей среды необходимо нахо-
дить баланс между обеспечением сохранения и
улучшения свойств материала и необходимостью
быстрой деградации после его использования,
когда биопластик становится отходом.

Детальное изучение процесса деградации струк-
турно различных ПЛ и композитов на его основе
представляется актуальным, поскольку открывает
возможности регулирования скорости деградации
изделий, изготовленных из ПЛ, и расширения об-
ластей их применения. Разработка биопластиков
с контролируемым периодом разложения остает-
ся приоритетной задачей.

Компостирование является наиболее действен-
ным способом быстрой деградации ПЛ в составе
пищевых отходов. Динамика изменения физико-
химических и биологических свойств пищевых от-
ходов при компостировании обуславливает до-
статочно высокие скорости гидролиза и микроб-
ной деградации ПЛ. В отличие от стандартных, в
реальных условиях ПЛ претерпевает воздействие
меняющихся величин рН (от 3–5 до 8–9), высоких
температур 65–75°С, высоких концентраций амми-
ака и широкого спектра различных микроорга-

низмов и синтезируемых ими ферментов. Все эти
факторы влияют на деструкцию полимера и обу-
славливают совершенно другие скорости процес-
са и возможные механизмы. Также необходимы
дополнительные исследования влияния увеличе-
ния содержания ПЛ в составе отходов на биоло-
гические и физико-химические параметры про-
цесса и качество компоста, получаемого в ком-
мерческих потоках компостирования.
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The main problem associated with the use of polylactide (PLA) in various fields is the requirement of con-
trolled degradation of it in the composition of waste. However, at present, the possibilities of biodegradation
of PLA have not been sufficiently studied. It is assumed that microorganisms can decompose the polymer on-
ly after its preliminary chemical hydrolysis and reduction of its molecular weight to 10,000 and less. The re-
view examines the influence of various factors on the abiotic and biotic stages of the destruction of PLA. Spe-
cial attention is paid to the peculiarities of polymer biodegradation in the conditions of industrial composting
as the most promising method of its processing as part of food waste. The microorganisms involved in the
destruction of PLA, as well as their enzymes, are given.
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Аэробная деградация хлорпроизводных фенола у бактерий происходит двумя основными путями и,
в первую очередь, зависит от степени галогенированости субстрата. При конверсии моно- и дихлор-
фенолов наблюдается гидроксилирование субстрата до соответствующего (хлор)катехола, после че-
го происходит орто-расщепление его ароматического кольца. Второй путь, в котором субстрат пре-
вращается через гидрохинон/гидроксигидрохинон или его хлорпроизводные в малеилацетат и да-
лее в β-кетоадипат, характерен для бактерий, метаболизирующих полигалогенированные фенолы.
Большинство исследований сосредоточено на организмах и путях, которые связаны с деградацией
(хлор)ароматических субстратов через катехолы, в то время как альтернативный путь гидрохинона
остается слабо описанным. В обзоре представлена информация по путям метаболизма пара-заме-
щенных хлорфенолов, где особое внимание уделяется флавинзависимым монооксигеназам, ката-
лизирующим первичные реакции окисления субстратов.

Ключевые слова: флавинзависимая монооксигеназа, биодеградация, 4-хлорфенол, 2,4,5-трихлорфе-
нол, 2,4,6-трихлорфенол, пентахлорфенол, гидрохинон, гидроксигидрохинон
DOI: 10.31857/S0555109922060174

Хлорфенолы ‒ синтетические органические
соединения, получаемые в крупных промышленных
и коммерческих масштабах путем хлорирования фе-
нола или гидролиза хлорбензолов. Как побочные
продукты они образуются при хлорировании питье-
вой воды, в процессе коксования угля, во время
отбеливания при производстве бумаги, а также в
качестве интермедиатов на некоторых стадиях
производства хлорфеноксиуксусных гербицидов.
Смеси хлорфенолов, благодаря их фунгицидным
и бактерицидным свойствам, широко используют-
ся в качестве антисептиков, пропиток для дерева
и кожи, а также химикатов для защиты растений.
Соединения этой группы могут образовываться в
результате естественных реакций в почвах и по-
верхностных водах при хлорировании гуминовой
кислоты и фенолов хлорпероксидазами некоторых
бактерий и грибов. Другими природными источни-
ками хлорфенолов в окружающей среде являются
процессы неполного биоразложения пестицидов и
гербицидов, в том числе 2,4,5-трихлорфеноксиук-
сусной (2,4,5-T) и 2,4-дихлорфеноксиуксусной
(2,4-Д) кислот. Для удаления хлорфенолов ис-
пользуются физико-химические и биологические
методы, при этом полная бактериальная деграда-

ция считается экономичным и экологически чи-
стым методом очистки окружающей среды [1–3].

До настоящего времени в литературе описаны
два основных метаболических пути аэробной де-
градации галогенированных фенолов. У бакте-
рий, которые разлагают моно- и дихлорфенолы,
наблюдается путь разложения, в котором замещен-
ный фенол гидроксилируется до соответствующего
катехола, после чего происходит орто-расщепление
его ароматического кольца. Хотя было показано,
что встречаются пути продуктивного мета-расщеп-
ления, большинство известных штаммов использу-
ют именно модифицированный орто-путь. При
этом атомы хлора из молекулы ароматического суб-
страта удаляются уже после раскрытия ароматиче-
ского кольца [3]. С другой стороны, были обнару-
жены пути биодеградации, главным образом у
бактерий, растущих на полигалогенированных
фенолах, в которых хлор в пара-положении заме-
щается гидроксильной группой с образованием
гидрохинона или его производных [2, 4–7]. При
этом один или несколько атомов хлора элиминиру-
ются из молекулы субстрата до раскрытия аромати-
ческого кольца. Исключением из этого правила яв-
ляется метаболизм монохлорфенола, замещенного
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в пара-положении, который протекает по пути
гидрохинона, а не хлоркатехола [8].

Монооксигенирование ароматического субстра-
та, имеющего хлор-заместитель в пара-положении,
приводит к одновременному гидроксилированию и
дегалогенированию, в результате которого образу-
ется гидрохинон или его производные. Такое окси-
генолитическое дегалогенирование катализируют
флавинзависимые монооксигеназы, замещающие
хлор гидроксильной группой, атом кислорода кото-
рой происходит из O2. Флавинзависимые моноок-
сигеназы (гидроксилазы) (КФ 1.14.13), рассматри-
ваемые в данном обзоре, используют в качестве ко-
фактора флавин и требуют для его восстановления
НАДН или НАДФН (рис. 1, стадия 2). Восстанов-
ленный флавин реагирует с молекулярным кисло-
родом с образованием промежуточного соединения
С4а-гидропероксифлавина (стадия 3), который яв-
ляется активной формой флавина ‒ ключевого
промежуточного соединения всех флавинзависи-
мых монооксигеназ. Действуя как электрофил, этот

интермедиат встраивает гидроксильную группу в
ароматические субстраты, в результате чего обра-
зуется гидроксилированный продукт и С4а-гид-
роксифлавин (стадии 4, 5). Последний затем де-
гидратируется до первоначального окисленного
флавина (стадия 6). В отсутствие фенольного суб-
страта промежуточное соединение C4a-гидропе-
роксифлавин отщепляет H2O2, чтобы вернуться к
первоначальному окисленному флавину (стадия 7)
[9–11].

Все флавинзависимые гидроксилазы по количе-
ству белковых компонентов, участвующих в реак-
ции, могут быть разделены на две группы: одно- и
двухкомпонентные монооксигеназы. Одноком-
понентные ферменты (класс А) катализируют
восстановление флавина и оксигенацию субстратов
в одной и той же единственной полипептидной це-
пи, тогда как эти реакции у двухкомпонентных
флавинзависимых монооксигеназ (класс D) про-
исходят в двух отдельных белках: восстановление
флавина происходит в активном центре компонен-

Рис. 1. Типичный каталитический цикл гидроксилирования фенолов, катализируемый флавинзависимыми моноок-
сигеназами (гидроксилазами) [9]. I ‒ окисленный флавин, II ‒ восстановленный флавин, III ‒ С4а-гидроперокси-
флавин, IV ‒ С4а-гидроксифлавин, S ‒ субстрат, P ‒ продукт, 1–5 ‒ стадии каталитического цикла. 1–7 – пути дей-
ствия фермента.
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та редуктазы, а оксигенация субстрата ‒ в активном
центре компонента оксигеназы. Хотя однокомпо-
нентные и двухкомпонентные монооксигеназы ка-
тализируют аналогичные реакции гидроксилиро-
вания фенольных соединений, между этими дву-
мя типами ферментов есть некоторые отличия,
диктуемые их строением. Так, у однокомпонентных
монооксигеназ флавин (причем исключительно
ФАД) ‒ это простетическая группа, прочно связан-
ная с белком, в то время как у двухкомпонентных
флавин (может быть ФАД, ФМН, рибофлавин),
легко диффундируя между компонентами, дей-
ствует скорее как косубстрат. Первая стадия рис. 1,
в которой происходит связывание окисленного
флавина с субстратом, характерна больше для од-
нокомпонентных монооксигеназ [9–11].

Монооксигенирование ароматического соеди-
нения, имеющего электроноакцепторный п-заме-
ститель, такой как нитро-группа или хлор, по
сравнению с незамещенным субстратом имеет
свои особенности. Атака монооксигеназы на аро-
матическое кольцо в незамещенном положении
приводит к образованию хинолов, а в положении,
занимаемом электроноакцепторной группой –
хинонов (рис. 2).

Ароматический субстрат, имеющий электро-
ноакцепторный п-заместитель, может метаболи-
зироваться аэробными бактериями двумя путями,
которые коррелируют с типом использованной
монооксигеназы и, в меньшей степени, с таксо-
номической принадлежностью деструктора.

У грамотрицательных бактерий преимуще-
ственно однокомпонентные флавинзависимые
монооксигеназы с одновременным выделением
ионов электроноакцепторного п-заместителя пре-
образуют п-замещенный фенол через п-бензохи-
нон (ПБХ) в гидрохинон (ГХ), который затем
подвергается мета-расщеплению [13–16]. Второй
путь встречается в основном у грамположительных
бактерий, где деградация первоначального субстра-
та в результате активности двухкомпонентных фла-
винзависимых монооксигеназ происходит через
образование 2-гидрокси-п-бензохинона, с после-
дующим его восстанавлением до гидроксигидро-
хинона (ГГХ), бензойное кольцо которого затем
раскрывается в орто- позиции [17–21].

До настоящего момента большинство иссле-
дований сосредоточено на организмах и путях,
которые связаны с деградацией (хлор)ароматиче-
ских субстратов через катехолы, в то время как
альтернативные пути гидрохинона остаются слабо
описанными. В обзоре представлена информация
по путям метаболизма пара-замещенных хлорфе-
нолов, где особое внимание уделяется флавинза-
висимым монооксигеназам, катализирующим
первичные реакции окисления субстратов. Во-
просы образования хлоркатехола и дальнейшего

расщепления по модифицированному орто-пути
остаются за рамками данного обзора.

КОНВЕРСИЯ 4-ХЛОРФЕНОЛА 
КАК ЧАСТНЫЙ СЛУЧАЙ ПУТИ 

ДЕГРАДАЦИИ пара-ЗАМЕЩЕННЫХ 
ФЕНОЛОВ

Монохлорфенолы представляют собой простей-
шую форму хлорированных фенолов и содержат
только один атом хлор заместителя в бензойном
кольце. 4-Хлорфенол (4-ХФ) широко использует-
ся в качестве антисептика для домашнего, боль-
ничного и сельскохозяйственного применения.
Кроме того он может поступать в окружающую
среду и естественным путем в результате деятель-
ности бактерий, грибов и насекомых [2, 3].

В аэробных условиях успешная минерализа-
ция монозамещенных в мета и орто положениях
хлорфенолов бактериями обычно осуществляет-
ся путем их первоначального окисления до 3- или
4-хлоркатехолов с последующим раскрытием
ароматического кольца в орто-положении. Хлор
в результате спонтанно удаляется, а углеродный
скелет превращается в продукты, которые асси-
милируются в центральном метаболизме клетки.
Иначе обстоит дело, с конверсией монохлорфе-
нола, замещенного в пара-положении [3, 22, 23].

Монооксигенирование фенолов, имеющих
электроноакцепторный п-заместитель, такой как

Рис. 2. Превращение гипотетических интермедиатов
монооксигеназной реакции [12]: а – атака моноокси-
геназой по сайту, занятому электроноакцепторным
заместителем; б – монооксигеназа атакует сайт, заня-
тый электронодонорным заместителем: I ‒ 4-нитро-
фенол, II ‒ пара-бензохинон, III ‒ фенол, IV ‒ гид-
рохинон.
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хлор, приводит к одновременному гидроксилиро-
ванию и дегалогенированию. При этом в результате
проявления монооксигеназной активности снача-
ла образуется промежуточный хинон, который
затем восстанавливается. В зависимости от того,
что служит субстратом для диоксигеназ, расщеп-
ляющих ароматическое кольцо ГХ или ГГХ, раз-
личают два альтернативных пути. Преимуще-
ственно у грамположительных бактерий, таких как
Bacillus spp., Rhodococcus spp. и Arthrobacter spp.,
деградация первоначального субстрата происходит
через образование ГГХ [17–21]. Монооксигеназы,
ответственные за эту трансформацию, принадле-
жат к семейству двухкомпонентных флавинзави-
симых монооксигеназ [12, 18, 19, 24], так называ-
емое TC-FDM-семейство [25]. Бензойное кольцо
ГГХ затем расщепляется с образованием МА и да-
лее β-кетоадипата. Второй путь встречается в ос-
новном у грамотрицательных бактерий, напри-
мер у штаммов рода Pseudomonas, и инициируется
однокомпонентной монооксигеназой [13–16],
которая, преобразует пара-замещенный фенол в ГХ.
Бензойное кольцо последнего расщепляется с об-
разованием γ-гидроксимуконового полуальдеги-
да, который трансформируется до малеацетата, а
затем до β-кетоадипата [16, 26].

Поскольку многие бактериальные деструкторы
способны к расщеплению нескольких фенольных
субстратов, имеющих электроноакцепторный за-
меститель, рассмотрим деградацию пара-замещен-
ных фенолов сначала на примере пара-нитрофено-
ла (4-НФ), биохимический и генетический аспек-
ты которого достаточно хорошо известны. Аэробная
конверсия 4-НФ может осуществляться бактерия-
ми как через ГХ, так и ГГХ, причем последний
путь имеет два варианта (рис. 3).

Как видно из рис. 3, в результате проявления
активности однокомпонентной 4-нитрофенол-4-
монооксигеназы (КФ 1.14.13.167) PnpA штамма
Pseudomonas sp. WBC-3 происходит трансформа-
ция 4-НФ до ПБХ [13]. Затем редуктаза PnpB (КФ
1.6.5.6) восстанавливает ПБХ до ГХ, бензойное
кольцо которого расщепляется в следующей ре-
акции. Классический ГХ-путь, катализируемый
однокомпонентными гидроксилазами, описан так-
же для штаммов Moraxella sp. [27], Pseudomonas sp.
NyZ402 [28] и Pseudomonas sp. 1-7 [14].

Две грамположительные культуры Arthrobacter sp.
JS443 [12] и Rhodococcus opacus SAO101 [18] мета-
болизируют 4-НФ до ГГХ под действием двух-
компонентных монооксигеназ NpdA1A2 (КФ
1.14.13.167) и NpcAB (КФ 1.14.13.29). После рас-
щепления кольца и образования β-кетоадипата

Рис. 3. Альтернативные пути деградации 4-НФ с ферментами, ответственными за стадию инициации у штаммов
Pseudomonas sp. WBC-3 (а); Arthrobacter sp. JS443 (б); R. opacus SAO101 (в). I ‒ 4-нитрофенол, II – пара-бензохинон,
III – гидрохинон, VI – 2-гидрокси-1,4-бензохинон; V ‒ 4-нитрокатехол, VI – гидроксигидрохинон, VII ‒ β-кетоади-
пат, TCA ‒ цикл трикарбоновых кислот [12].
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метаболиты обоих альтернативных путей посту-
пают в ЦТК.

Интересно, что для штамма Pseudomonas sp. 1-7
был выявлен побочный ГГХ-путь через 4-нитро-
катехол (4-НК), причем в кластере генов деграда-
ции 4-НФ pdcABDEFG не было обнаружено гена
специфичной двухкомпонентной монооксигеназы,
катализирующей образование ГГХ. Вероятно, од-
нокомпонентная монооксигеназа PdcA способна
катализировать трансформации 4-НФ как до
ПБХ, так и до 4-НК [14]. При исследовании дру-
гого штамма Pseudomonas sp. WBC-3 обнаружили,
что очищенная однокомпонентная 4-нитрофе-
нол-4-монооксигеназа (PnpA) трансформировала
4-НК в ГГХ, что является первым случаем такого
катализа для однокомпонентных монооксигеназ.
Штамм WBC-3 фактически не мог расти на 4-НК,
однако был способен полностью разлагать как
4-НФ, так и 4-НК, когда 4-НФ использовался в
качестве индуктора [15]. Гены деградации 4-НФ
pnpABCDEFG штамма WBC-3 показали высокое
сходство с кластером pdcABCDEFG штамма 1-7,
что предполагает одинаковый механизм проявле-
ния активности однокомпонентных монооксиге-
наз этих двух культур.

Генетические детерминанты деградации 4-НФ
были идентифицированы для ГХ- и ГГХ-путей в
нескольких географически отдаленных изолятах,
включая R. opacus SAO101 [18], Arthrobacter sp.
JS443 [12] и Pseudomonas sp. штаммы WBC-3, 1-7 и
NyZ402 [13, 15, 28]. С одной стороны, последова-
тельности генов являются консервативными для
каждого пути, поскольку были обнаружены высо-
кие уровни их сходства между кластерами дегра-
дации из штаммов SAO101 и JS443, а также между
штаммами WBC-3, 1-7 и NyZ402. С другой сторо-
ны, как последовательности генов, так и их орга-
низация значительно различались у ГГХ- и ГХ-
путей, что подразумевало их различное проис-
хождение [15, 28].

4-ХФ по пути гидрохинона способны метабо-
лизировать несколько штаммов-деструкторов,
принадлежащих к группе актинобактерий, в том
числе: Arthrobacter sp. JS443 [12], Arthrobacter ure-
afaciens CPR706 [29], Arthrobacter chlorophenolicus
A6 [8], Nocardioides sp. NSP41 [30]. Еще одна акти-
нобактерия Arthrobacter sp. IF1 осуществляет кон-
версию другого фенола, галогенированного в па-
ра-положении ‒ 4-фторфенола (4-ФФ) (рис. 4)
[31].

Установлено, что конверсия соответствующих
п-галогенфенолов актинобактериями Nocardioi-
des sp. NSP41, A. ureafaciens CPR706, A. chlorophe-
nolicus A6 и Arthrobacter sp. IF1 идет через ГХ. У
первого штамма дальнейший метаболизм не
описан, а по культуре CPR706 имеются данные,
основанные на анализе ферментативной актив-
ности. Эксперименты с неочищенными 4-ХФ-ин-

дуцированными клеточными экстрактами показа-
ли отсутствие 4-хлоркатехол- или катехолдиоксиге-
назной активностей. В то же время, гидрохинон
трансформировался в промежуточное соединение с
УФ-спектром, аналогичным 4-гидроксимуконо-
вому полуальдегиду [29]. В данном случае, не-
смотря на то, что для грамположительных бактерий
такой путь нехарактерен, деградация 4-ХФ у
штамма CPR706 идет через гидрохинон с после-
дующим расщеплением его ароматического коль-
ца (рис. 4).

У штаммов A. chlorophenolicus A6 и Arthrobacter sp.
IF1 ГХ гидроксилируется до ГГХ [31]. Хлорка-
техольный путь был исключен для этих культур
экспериментами с бесклеточными экстрактами,
выращенных на 4-ХФ и 4-ФФ бактерий соответ-
ственно, которые не выявили активности катехол-
1,2-диоксигеназы. Присутствия 4-хлоркатехолди-
оксигеназы (для штамма A6), катехол-2,3-диокси-
геназы и 4-фторкатехолдиоксигеназы (для штамма
IF1) также не было обнаружено. Следовательно, у
штаммов A6 и IF1 не реализуется классический
метаболизм замещенного катехола путем его ор-
то-расщепления. Для штамма IF1 также была ис-
ключена возможность мета-расщепления 4-фтор-
катехола [8, 31].

При спектрофотометрическом контроле реак-
ций из клеточных экстрактов культур A6 и IF1,
индуцированных соответствующими п-галоген-
фенолами, типичный для ГГХ пик при 287 нм за-
мещался пиком при 245 нм, который характерен
для МА, что указывает на участие ГГХ-диоксиге-
назы, которая превращает ГГХ через МА в β-ке-
тоадипат (рис. 4) [8, 31].

В эксперименте с 2,2'-дипиридилом, ингиби-
тором диоксигеназ, расщепляющих ароматиче-
ское кольцо [32], подтвердилось, что именно ГГХ
является субстратом для раскрытия кольца при
разложении 4-ХФ у штамма A6. Растущая на 4-ХФ
культура через несколько минут после добавления
2,2'-дипиридила меняла цвет и, в конце концов,
становилась темно-красной, что указывало на на-
копление ГГХ в условиях хелатирования железа,
при которых ингибируется фермент, расщепляю-
щий ароматическое кольцо [8]. В то же время
клетки культуры IF1, выращенные на ГГХ, пока-
зали полную конверсию этого соединения, как в
присутствии, так и в отсутствие 2,2'-дипиридила,
следовательно, предполагаемая ГГХ-оксигеназа
не нуждалась в активных ионах железа, поэтому
дальнейшее окисление этого соединения не ин-
гибировалось хелатообразователем [31].

По-видимому, конверсия п-галогенфенолов у
штаммов A6 и IF1 идет по пути ГГХ, поскольку
именно последний является субстратом для диок-
сигеназ, расщепляющих ароматическое кольцо
(рис. 4) [8, 31].
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Необходимо отметить, что из бесклеточных
экстрактов штамма A6, выращенных на сукцинате,
удаление ГГХ не происходило. Тогда как в бес-
клеточных экстрактах штамма IF1, выращенного
на глюкозе, наблюдалось лишь падение активно-
сти ГГХ-диоксигеназы (0.156 ед./мг) по сравне-
нию с 4-ФФ-индуцированными бесклеточными
экстрактами (0.195 ед./мг). Таким образом, только у
штамма A6 наблюдалась явная индукция конвер-
сии ГГХ, когда 4-ХФ являлся субстратом для ро-
ста вместо альтернативного субстрата [8, 31].

Для культуры A6 были идентифицированы еще
два потенциальных метаболита конверсии 4-ХФ, а
именно: 4-хлоркатехол (4-ХК) и 5-хлоргидрокси-
гидрохинон (5-ХГГХ). Вероятно, по аналогии с
4-НК, они являются метаболитами альтернатив-
ной ветви пути (рис. 3, 4). Хотя A. chlorophenolicus
A6 разлагает 4-ХК приблизительно в два раза мед-
леннее, чем гидрохинон, все же альтернативный
путь значительно способствует деградации 4-ХФ
[8]. Интересно, что продуктами действия моно-
оксигеназы NpdA2 штамма JS443 на 4-хлорка-
техол, когда он использовался в качестве субстрата,
также оказались ГГХ и 5-ХГГХ. Посколько штам-
мы A. chlorophenolicus A6 и Arthrobacter sp. JS443
способны конвертировать как 4-НФ, так и 4-ХФ,

вероятно у обоих штаммов для деструкции этих
соединений используется одна и та же фермент-
ная система, что было подтверждено сравнением
генов конверсии пара-замещенных фенолов этих
двух культур.

Гены деградации 4-ХФ (cph-гены) у штамма
A. chlorophenolicus A6 распределены по двум кла-
стерам ‒ cph I и cph II, которые разделены псевдоге-
ном резольвазы. Оказалось, что кластер I ответстве-
нен за катаболизм 4-ХФ, так как инсерционный
мутант по гену cphA-I накапливает ГГХ и не спо-
собен расти на 4-ХФ [8]. Данный кластер имеет
почти одинаковую организацию и на 80.5% иден-
тичен кластеру генов npd, кодирующего ферменты
катаболического пути 4-НФ штамма Arthrobacter sp.
JS443 [12].

В кластеры cph I и npd входят гены моноокси-
геназ (cphC-I и npdA2), аминокислотные последо-
вательности которых идентичны на 96%, что
предполагает одинаковый механизм их действия.
Монооксигеназы CphC-I и NpdA2 являются ком-
понентами TC-FDM-семейства, отвечающими за
окисление субстрата. Скорее всего, эти ферменты
обладают слабой позиционной специфичностью
в отношении 4-хлоркатехола, и гидроксилируют
его в пара-позиции по отношению к любой из

Рис. 4. Пути конверсии фенолов, галогенированных в пара-положении у бактерий [8, 13, 27, 29, 31]: I – пара-замещен-
ный галогенфенол, II – пара-бензохинон, III – гидрохинон, IV – пара-замещенный катехол, V ‒замещенный в 5-м
положении гидроксигидрохинон, VI – 2-гидрокси-1,4-бензохинон; VII – гидроксигидрохинон, VIII – малеилацетат,
IX – β-кетоадипат, X – гидроксимуконовый полуальдегид. R ‒ электроноакцепторный заместитель.
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двух его гидроксильных групп, вследствие чего и
образуются ГГХ и 5-ХГГХ [12].

Гены второго компонента ферментов TC-
FDM-семейства ‒ НАДН-зависимых флавинре-
дуктаз (cphB и npdA1), а также ГГХ 1,2-диоксигеназ
(cphA-I и npdB) (КФ 1.13.11.37) и МА-редуктаз
(КФ 1.3.1.32) (npdC и cphF-I) также были локали-
зованы в кластерах cph I, и npd [8, 12]. Идентич-
ность продуктов трех ключевых генов npdB, npdA1
и npdA2 штамма A6 была подтверждена путем их
независимой экспрессии в клетках Escherichia coli.

Таким образом, аэробная конверсия п-хлор-
фенола для рассмотренных выше актинобакте-
рий идет по ГГХ-пути и инициируется двухком-
понентными флавинзависимыми монооксигена-
зами с широкой субстратной специфичностью.

ВАРИАНТЫ МОНООКСИГЕНАЗНОЙ 
ТРАНСФОРМАЦИИ ТРИХЛОРФЕНОЛОВ
2,4,5- и 2,4,6-трихлорфенолы (2,4,5-ТХФ и

2,4,6-ТХФ) относятся к экологически стойкому
классу загрязнителей, известных как полихлори-
рованные фенолы [1]. В то время как монохлор-
фенолы и дихлорфенолы естественным образом
могут производиться некоторыми бактериями,
грибами и насекомыми, природные источники
полихлорфенолов не известны [2].

2,4,5-ТХФ и 2,4,6-ТХФ широко используются
в качестве клея и консервантов, особенно для пи-
ломатериалов и кожи, а их производные ‒ в каче-
стве гербицидов и фунгицидов [33]. Соответ-
ственно, при биодеградации таких соединений
бактериями трихлорфенолы часто являются ме-
таболическими интермедиатами. Так, 2,4,5-ТХФ –
это первый промежуточный продукт деградации
2,4,5-трихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4,5-Т) в
результате проявления активности 2,4,5-Т-окси-
геназы (TftAB) (рис. 5а) у штамма Burkholderia
phenoliruptrix (ранее Pseudomonas cepacia, Burk-
holderia cepacia) AC1100. На последующих стадиях
2,4,5-ТХФ-4-монооксигеназа (TftD) (КФ 1.14.13.-)
катализирует две реакции окислительного дехло-
рирования, где 2,4,5-ТХФ сначала трансформи-
руется в 2,5-дихлорбензохинон (2,5-ДХБХ), кото-
рый химически восстанавливался с помощью либо
НАДН либо ФАДН2 в 2,5-дихлоргидрохинон
(2,5-ДХГХ), а затем последний превращается в
2-гидрокси-5-хлор-п-бензохинон, который анало-
гичным образом восстанавливался до 5-ХГГХ
(рис. 3а) [34, 35].

Как видно из рис. 5а, монооксигеназа TftD
осуществляет две последовательные стадии гид-
роксилирования, как и описанная выше моноок-
сигеназа NpdA2 штамма Arthrobacter sp. JS443, и
принадлежит к тому же TC-FDM-семейству. Ге-
нерируемый вторым компонентом НАДН, а
именно: ФАД-оксидоредуктазой (TftC), флавин

(ФАДН2) свободно диффундирует к TftD и исполь-
зуется последней скорее в качестве субстрата, а не
кофактора, что характерно для всех двухкомпо-
нентных флавинмонооксигеназ. TftD также может
окислять 2,4,6-ТХФ до 2,6-дихлорбензохинона
(2,6-ДХБХ), но не может далее преобразовывать
ни его, ни его восстановленную форму ‒ 2,6-ди-
хлоргидрохинон (2,6-ДХГХ) (рис. 5б) [33].

TftD и TftC показывают сходство последова-
тельностей (идентичность 28 и 40% соответ-
ственно) с 4-гидроксифенилацетат-3-моноок-
сигеназой (HpaB) штамма Thermus thermophilus
HB8 (2YYL) и корринредуктазой (CobR) штамма
Brucella melitensis (3CB0), другими флавинзависи-
мыми монооксигеназами и флавинредуктазами
TC-FDM-семейства, участвующими в конверсии
фенольных соединений [33, 36].

Дальнейший метаболизм промежуточного со-
единения 5-ХГГХ у штамма AC1100 контролирует
кластер генов tftEFGH. TftG (КФ 4.5.1.-) дехлори-
рует 5-ХГГХ с образованием 2-гидрокси-п-бензо-
хинона, который затем восстанавливается редук-
тазой (КФ 1.6.5.7) до ГГХ. TftH расщепляет арома-
тическое кольцо последнего с образованием МА, а
TftE восстанавливает МА до β-кетоадипата [4].

2,4,5-Т-индуцибельная 2-гидрокси-п-бензохи-
нонредуктаза, по-видимому, отличается специфич-
ностью субстрата от других хиноновых редуктаз.
Продукт гена tftG, также представляет собой новый
фермент дегидрохлориназу и принадлежит к
YCII-суперсемейству, группе мало исследован-
ных белков. Поиск по базам данных выявил не-
сколько белков с неизвестной функцией со сходной
структурой, но с относительно низкой идентич-
ностью последовательностей с TftG [37].

Конверсия второго хлорфенола – 2,4,6-ТХФ –
подробно изучена для двух штаммов: Ralstonia
pickettii DTP0602 [7, 38] и Cupriavidus necator JMP134
(ранее Alcaligenes eutrophus, Ralstonia eutropha и
Wauteria eutropha) [5, 6].

За использование 2,4,6-ТХФ в качестве един-
ственного источника углерода и энергии у R. pick-
ettii DTP0602 ответственны два генетических кла-
стера hadRXABC и hadSYD, разделённые участком
размером 146 т.п.н. и раздельно регулируемые
белками HadR и HadS, соответственно. Сначала
2,4,6-ТХФ преобразуется в 2-хлормалеилацетат
(2-ХМА) под действием генов hadRXABC, а затем
в β-кетоадипат с помощью hadSYD (рис. 6).

2,6-ДХБХ был определен в качестве первого мета-
болического интермедиата конверсии 2,4,6-ТХФ.
Эта реакция катализируется флавинмонооксиге-
назой TC-FDM-семейства HadA – фермент, кото-
рый обладает двойной активностью, в катализе гид-
роксилирования и групповой элиминации, как
хлорзаместителей, так и нитрогрупп с образова-
нием хинонового продукта. HadX представляет
собой второй компонент TC-FDM-семейства ‒
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флавинредуктазу, генерирующую ФАДН2, который
передается к HadA посредством свободной диф-
фузии. ФМН-зависимая хинонредуктаза HadB
восстанавливает 2,6-ДХБХ в 2,6-ДХГХ. Затем мо-
нооксигеназа HadA катализирует второе после-
довательное гидроксилирование 2,6-ДХГХ с об-
разованием 6-ХГГХ, ароматическое кольцо кото-
рого расщепляется 6-ХГГХ-1,2-диоксигеназой
HadC. В результате еще двух реакций фермент
МА-редуктаза генерирует β-кетоадипат [7, 38].

Бактериальный штамм C. necator JMP134 может
расти на нескольких хлорированных ароматиче-
ских загрязнителях, включая 2,4-Д и 2,4,6-ТХФ.
В то время как катаболизм 2,4-Д является класси-
ческим хлоркатехольным путем деградация 2,4,6-
ТХФ и осуществляется через производные гидро-
хинона (рис. 6 б), кодируется кластером генов
tcpRXABCYD [5, 39].

В начале пути 2,4,6-ТХФ-монооксигеназа
(TcpA) (КФ 1.14.14.173) заменяет два хлор заме-
стителя на две гидроксильные группы с образо-
ванием 6-ХГГХ и с незначительным образованием

2,6-ДХГХ. Для этих реакций второй компонент
флавинредуктаза TcpX, чей ген располагается ря-
дом с tcpA, используя НАДН в качестве восстано-
вителя, поставляет TcpA восстановленный фла-
вин (ФАДН2) [6].

2,6-Дихлоргидроксигидрохинон (2,6-ДХГГХ)
для TcpA, также как и для HadA, является логиче-
ским промежуточным метаболическим продуктом,
однако некоторые факты свидетельствуют против
данного предположения.

Так, TcpA окисляет 2,6-ДХФ до 2,6-ДХГХ, но
не далее до 6-ХГГХ. Разница между окислениями
TcpA 2,6-ДХФ и 2,4,6-ТХФ состоит в непосред-
ственном продукте. Поскольку монооксигеназы
после удаления электроноакцепторной группы
(такой как хлор) из фенольных соединений образу-
ют бензохиноны [6], то прямым продуктом окис-
ления 2,4,6-ТХФ TcpA должен быть 2,6-ДХБХ. В
то время как гидроксилирование четвертого по-
ложения 2,6-дихлорфенола происходит посред-
ством простой монооксигеназной реакции с про-

Рис. 5. Пути аэробной деградации 2,4,5-ТХФ (а) и 2,4,6-ТХФ (б) штамма B. phenoliruptrix AC1100 [4, 34, 35]. I ‒ 2,4,5-
трихлорфеноксиуксусная кислота; II – 2,4,5-трихлорфенол; III – 2,5-дихлор-п-бензохинон, IV – 2,5-дихлоргидрохи-
нон; V – 2-гидрокси-5-хлор-п-бензохинон; VI – 5-хлоргидроксигидрохинон, VII – 2-гидрокси-п-бензохинон; VIII –
гидроксигидрохинон, IX – малеилацетат; X – β-кетоадипат; XI – 2,4,6-трихлорфенол, XII – 2,5-дихлор-п-бензохи-
нон, XIII – 2,5-дихлоргидрохинон, TCA – цикл трикарбоновых кислот.
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дукцией сразу 2,6-ДХГХ без образования бензо-
хинона в качестве промежуточного соединения.

Кроме того, стехиометрический анализ и экс-
перименты с 18O-меткой показали потребление
только одной молекулы O2 на 2,4,6-ТХФ, превра-
щенного в 6-ХГГХ, свидетельствуя в пользу того,
что для общей конверсии используется только
одна окислительная реакция, а удаление второго
хлора происходит с помощью неокислительного
процесса. Следовательно, первая реакция являет-
ся окислительной с образованием 2,6-ДХБХ. За-
тем фермент использует первый продукт в каче-
стве своего второго субстрата и удаляет второй
хлор путем гидролиза с образованием 2-гидрок-
си-6-хлор-п-бензохинона. Последний восстанав-
ливается аскорбатом и НАДН в реакционной
смеси до 6-ХГГХ. Образование небольшого коли-
чества 2,6-ДХГХ в результате активности TcpA
также можно объяснить действием на 2,6-ДХБХ
этих восстановителей.

Как и TcpA, рассмотренные выше моноокси-
геназы HadA и TftD катализируют две последова-
тельные стадии гидроксилирования 2,4,6-ТХФ и
2,4,5-ТХФ, соответственно. Подразумевается, что
все последовательные гидроксилирования, о ко-
торых было известно, осуществляются посред-
ством двух аналогичных окислительных реакций.

Однако, 2,4,6-ТХФ-монооксигеназа (TcpA) штам-
ма JMP134 катализирует гидроксилирование как
окислительным, так и гидролитическим способами
[6]. Ранее такой каталитический механизм пред-
положили у другой двухкомпонентной флавин-
монооксигеназы NpdA2 штамма Arthrobacter sp.
JS443, фермент также не мог использовать в каче-
стве субстрата восстановленный бензохинон [12].

Способность монооксигеназы TcpA осуществ-
лять реакции двух типов, скорее всего, не связана
с наличием второго функционального домена, а
обусловлена каталитической разнородностью
фермента [6]. Подтверждением данной гипотезы
являются эксперименты молекулярного докинга
с ФАДН2 и субстратами (2,4,5-ТХФ, 2,4,6-ТХФ,
2,5-ДХГХ и 2,6-ДХГХ) двух гомологичных моно-
оксигеназ TftD и TcpA. Монооксигеназы показали
65% идентичность их аминокислотных последо-
вательностей и высокое сходство во вторичных
структурных элементах, а всего от нескольких
ключевых аминокислотных остатков зависят оче-
видные различия в их каталитической активности
и субстратной специфичности. Из-за более гид-
рофобной природы связывающего кармана TcpA,
продукт первой реакции в виде хинона может
дольше оставаться в его активном сайте, чем у
TftD, что дает достаточно времени, позволяя ата-
ковать молекуле воды. Кроме того, водородная

Рис. 6. Пути аэробной деградации 2,4,6-ТХФ штаммов R. pickettii DTP0602 (а) [7, 38] и Cupriavidus necator JMP134 (б)
[5, 6]: I ‒ 2,4,6-трихлорфенол; II – 2,6-дихлор-п-бензохинон; III – 2,6-дихлоргидрохинон; IV ‒ 6-хлоргидроксигидро-
хинон; V – 2-хлормалеилацетат; VI – малеилацетат, VII – 2-гидрокси-6-хлор-п-бензохинон; VIII – β-кетоадипат;
TCA – цикл трикарбоновых кислот.
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связь между остатком Arg101 и пара-гидроксиль-
ной группой приводит к стабилизации заряда во
время атаки молекулы воды на хлор во 2 положе-
нии. В конечном итоге это приводит к гидролити-
ческому дехлорированию сразу после оксигеназно-
го дехлорирования без переориентации субстрата
или необходимости для него покидать активный
сайт. Положение 2,4,6-ТХФ в активном центре
TftD также позволяло хлор заместителю в пара-
положении находиться в пределах расстояния во-
дородной связи от His289, что делало возможным
продуктивное дехлорирование в 4 положении, в
то время как для второго дехлорирования 2,6-ДХ-
ГХ было необходимо изменение ориентации суб-
страта [40].

В процессе дальнейшего метаболизма 2,4,6-
ТХФ-хинонредуктаза TcpB (КФ 1.14.14.172) штамма
JMP134 восстанавливала 6-хлоргидроксибензо-
хинонхинон до 6-ХГГХ, а ароматическое кольцо
последнего расщеплялось под действием 6-ХГ-
ГХ-1,2-диоксигеназы TcpC (КФ 1.13.11.-). Два
других гена tcpD и tcpR катаболического кластера
tcpRXABCYD кодировали МА-редуктазу и тран-
скрипционный регулятор LysR-типа, который
контролировал экспрессию tcp-генов, используя
2,4,6-ТХФ в качестве индуктора [39].

Таким образом, стадии расщепления аромати-
ческого кольца в путях деградации 2,4,6-Т у
штаммов R. pickettii DTP0602 [7] и C. necator
JMP134 происходят одинаково: 6-ХГГХ транс-
формируется в 2-хлормалеилацетат. В то время
как у штамма B. phenoliruptrix AC1100 5-ХГГХ не
подвергается расщеплению кольца напрямую.
Два дополнительных фермента – дехлориназа и
ГГХ-редуктаза, сначала трансформировали 5-ХГ-
ГХ в ГГХ. При этом TftH – диоксигеназа штамма
B. phenoliruptrix AC1100, может использовать толь-
ко ГГХ, а не 5-ХГГХ или 6-ХГГХ, в качестве суб-
страта для орто-расщепления его ароматического
кольца [35]. Некоторая «избыточность» пути де-
градации 2,4,5-Т у B. phenoliruptrix АС1100 может
быть связана с тем, что штамм был получен ис-
кусственно, методом так называемого плазмид-
ассоциированного молекулярного бридинга [41].

Сравнение выведенных аминокислотных по-
следовательностей катаболических генов had, tcp
и tft трех деструкторов трихлорфенолов R. pickettii
DTP0602, C. necator JMP134 и B. phenoliruptrix
AC1100 показало их значительную гомологию.
Причем более высокая гомология наблюдалась
для монооксигеназ и гидроксигидрохинон-1,2-
диоксигеназ. Так, идентичность аминокислот-
ных последовательностей монооксигеназ HadA с
TcpA и TftD составила 87 и 64%, а ГГХ-1,2-диок-
сигеназ HadC с TcpC и TftH ‒ 73 и 57% соответ-
ственно. 6-ХГГХ-редуктазы HadB и TcpB также
показали высокую гомологию (идентичность 75%)
аминокислотных последовательностей. И наобо-

рот, меньшее сходство продемонстрировали по-
всеместно распространенные бактериальные
ферменты: флавинредуктазы HadX с TcpX и TfdC ‒
60 и 55% идентичности и MA редуктазы HadD с
TcpD и TftE ‒ 66 и 58% соответственно [7].

Таким образом, несмотря на некоторые отли-
чия в путях деградации трихлорфенолов штаммов
R. pickettii DTP0602, C. necator JMP134 и B. pheno-
liruptrix AC1100 наблюдается общая тенденция,
заключающаяся в том, что на начальных стадиях
двухкомпонентные монооксигеназы катализиру-
ют две последовательные реакции замены хлора
на гидроксильную группу сначала в пара-, а затем
в орто- положениях по отношению к фенольной
ОН-группе. Впоследствии субстратами для диок-
сигеназ, расщепляющих ароматическое кольцо,
служат или гидроксигидрохинон или его хлориро-
ванные в 5 или 6 положении производные, то есть
метаболизм трихлорфенолов идет по ГГХ-пути.

БАКТЕРИАЛЬНАЯ ДЕГРАДАЦИЯ 
ПЕНТАХЛОРФЕНОЛА КАК МОДЕЛЬ
ВНОВЬ ВОЗНИКШЕГО И ЕЩЕ НЕ 

ОПТИМИЗИРОВАННОГО ПУТИ 
КОНВЕРСИИ КСЕНОБИОТИКОВ

Пентахлорфенол (ПХФ) ‒ это синтетическое
соединение, которое с 20-х гг. прошлого столетия
широко используется в качестве действующего
агента пестицидов и антисептиков-консервантов
древесины от ее поражения грибком. Так как
природных источников ПХФ не существует, сле-
довательно, пути, используемые бактериями для
его разложения, возникли примерно за 60 лет с
момента начала его применения человеком. За
это время, вследствие своей токсичности и стой-
кости, ПХФ стал одним из приоритетных загряз-
нителей окружающей среды [42].

Известно, что введение антропогенных хими-
катов в окружающую среду создает селективное
давление, которое может способствовать разви-
тию новых путей, позволяющим бактериям полу-
чать доступ к новым источникам углерода, азота
или фосфора и/или детоксифицировать опасные
соединения. Однако разложение антропогенных
химических веществ часто оказывается медленным
и неполным, поскольку бактерии еще не выработа-
ли ферменты, которые эффективно катализируют
шаги, необходимые для преобразования таких со-
единений в метаболиты центрального углеродно-
го обмена [2, 43].

ПХФ из-за присутствия пяти атомов хлора на
фенольном кольце более стоек к бактериальной
деградации, чем менее хлорированные аналоги
[3]. Штамм Sphingobium (ранее Sphingomonas) chlo-
rophenolica ATCC 39723 относится к немногим
бактериям, способным полностью минерализо-
вать ПХФ, хотя разложение происходит медлен-
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но и деструктор не может расти при высоких кон-
центрациях этого субстрата [2, 43–47].

Деградация ПХФ у S. chlorophenolicum ATCC
39723 начинается с гидроксилирования субстрата
однокомпонентной ПХФ-монооксигеназой (PcpB)
(КФ 1.14.13.50) с образованием тетрахлор-п-бен-
зохинона (ТХБХ) (рис. 5). Интересно, что фер-
мент способен к удалению из 4 положения широ-
кого ряда заместителей у полигалогенированных
фенолов, но при этом необходимо, чтобы во 2 по-
ложении присутствовал галоген.

Затем ТХБХ-редуктаза (PcpD) (КФ 1.1.1.404)
восстанавливает ТХБХ до тетрахлоргидрохинона
(ТХГХ) [45]. Мутантный штамм, лишенный
функциональной PcpD, обладал нарушенной
способностью разлагать ПХФ, но в тоже время
удалял из среды 2,3,5,6-тетрахлорфенол с той же
скоростью, что и штамм дикого типа, следова-
тельно, PcpD катализирует стадию, необходимую
для разложения ПХФ, но не для разложения
2,3,5,6-тетрахлорфенола. Основываясь на извест-
ных механизмах действия флавинмонооксигеназ,
к которым относится и PcpB, гидроксилирование
ПХФ приводит к образованию ТХБХ, который
PcpD и восстанавливает до ТХГХ. Последний за-
тем превращается в 2,6-ДХГХ посредством двух
реакций дегалогенирования, катализируемых де-
галогеназой (глутатион-S-трансферазой) PcpC (КФ
1.21.4.5) [48]. Каждая стадия восстановительного
дегалогенирования приводит к окислению двух
молекул глутатиона до дисульфида глутатиона.

Необходимо отметить, что PcpC подвержен
окислительному стрессу, а поврежденный фер-
мент продуцирует глутатионильные конъюгаты
(S-глутатионил-трихлоргидрохинон и S-глутати-
онил-дихлоргидрохинон), которые он не может
далее дегалогенировать. Эти конъюгаты могут
быть восстановлены и возвращены на путь дегра-
дации действием другой глутатионтрансферазы,
PcpF (КФ 1.8.5.7), которая превращает конъюга-
ты в 2,5,6-трихлор- и 2,6-дихлоргидрохинон, воз-
вращая их на путь деградации [49].

Fe(II)-зависимая экстрадиольная диоксигеназа
(PcpA) (КФ 1.13.11.66) расщепляет 2,6-ДХГХ [50–52]
с образованием 2-хлормалеилацетат (2-ХMA).
Фермент МА-редуктаза (PcpE) ответственен за
восстановление 2-ХMA до MA, а затем до β-кето-
адипата.

У штамма ATCC 39723 первоначально были
известны пять катаболических генов: pcpB, pcpD,
pcpC, pcpA и pcpE, а также один регуляторный ген
pcpR, участвующих в деградации ПХФ. Еще один
ген глутатионтрансферазы pcpF был описан позже
[49]. Гены разбросаны по двум фрагментам: pcpB,
pcpD и pcpR организованы как кластер с одинако-
вой ориентацией, при этом с генов pcpB и pcpD
экспрессируется единый транскрипт. Остальные
гены pcpC, pcpA, pcpE и pcpF (обозначенный изна-

чально как orf19) находятся на другом фрагменте
рядом друг с другом, но не внутри оперона. Нали-
чие консервативных сайтов связывания для регу-
ляторного белка PcpR в промоторных областях
pcpB, pcpA и pcpE показывает, что гены действуют
как единый регулон с PcpR в качестве активатора,
однако неизвестно, выступает в качестве коин-
дуктора сам ПХФ или его последующие продукты.
Гены глутатионтрансфераз pcpC и pcpF экспрес-
сируются конститутивно, вероятно механизм их
регуляции с помощью ПХФ бактерия еще не вы-
работала [43–45, 49].

Теоретически гены, кодирующие ферменты
деградации ПХФ, могли возникнуть в результате:
1) привлечения предкового фермента без дуплика-
ции генов, что требует разделения новых и исход-
ных функций; 2) рекрутированнием уже существу-
ющего фермента с последующим дублированием и
дивергенцией исходного гена с получением для
деградации ПХФ одной специализированной,
хотя возможно, и не оптимизированной копии; и
3) горизонтальным переносом генов, кодирующих
либо ферменты, которые уже специализированы
для расщепления ПХФ, либо ферменты с широкой
субстратной специфичностью и часто слабой эф-
фективностью, которые стали полезными, когда
бактерия столкнулась с этим субстратом. [43].

Для понимания происхождения ферментов
разложения ПХФ сравнили всю последователь-
ность геномов S. chlorophenolicum ATCC 39723 и
S. japonicum, близкородственной сфингомонады,
которая разлагает другой хлорорганический пе-
стицид ‒ линдан (γ-гексахлорциклогексан) [53].

Первый фермент пути штамма ATCC 39723
PcpB принадлежит к семейству однокомпонент-
ных флавинзависимых монооксигеназ, к которо-
му также относятся хорошо изученные ферменты
фенолгидроксилаза (КФ 1.14.13.7) штамма
Trichosporon cutaneum [54] и п-гидроксибензоат-
гидроксилаза (КФ 1.14.13.2) представителей рода
Pseudomonas [55]. Такие ферменты распространены
у почвенных бактерий, поскольку фенольные со-
единения, полученные в результате разложения
лигнина, являются важным источником углерода.
Отсутствие близкого гомолога у S. japonicum позво-
ляет предположить, что гена pcpB не было у послед-
него общего предка S. chlorophenolicum и S. japoni-
cum. Близкие гомологи pcpB также не обнаружены у
другой сфингомонады Sphingomonas wittichii, по-
этому маловероятно, что этот ген произошел от
предкового, утерянного у S. japonicum. Низкая
парная идентичность последовательностей между
ПХФ гидроксилазой и другими флавинмоноок-
сигеназами штамма S. chlorophenolicum показывает,
что pcpB не возник в результате недавней дупли-
кации и дивергенции ранее существовавшего гена.
Эти данные, наряду с наблюдением, что pcpB и
pcpD находятся в области с относительно низким
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GC-составом, свидетельствуют о том, что ген
pcpB был приобретен путем горизонтального пе-
реноса из неизвестного источника. Эта гипотеза
подтверждается наблюдением, что ферменты, по-
казывающие высокую гомологию с PcpB (72–98%
идентичность последовательностей), обнаруже-
ны у Novosphingobium lentum [56], нескольких раз-
лагающих полихлорфенол сфингомонад из Фин-
ляндии [57], Sphingomonas sp. UG30 [58], а также у
некоторых некультивируемых бактерий из проб
окружающей среды, собранных с почв, загрязнен-
ных ПХФ [59]. Высокая гомология последователь-
ностей этих генов позволяет предположить, что
pcpB был передан путем горизонтального переноса
генов. В то же время, PcpB имеет низкую гомоло-
гию (<35% идентичности) с большинством фла-
винмонооксигеназ бактерий, не разрушающих
ПХФ. Высокий уровень дивергенции последова-
тельностей затрудняет идентификацию исходно-
го субстрата PcpB до его вовлечения в путь дегра-
дации ПХФ [43].

Второй фермент ТХБХ-редуктаза PcpD не
имеет близкого родства с каким-либо другим
ферментом в геномах S. chlorophenolicum или S. ja-
ponicum, что позволяет предположить, что она,
как и pcpB, была приобретена путем горизонталь-
ного переноса генов. Хотя существует несколько
семейств известных хинонредуктаз, фермент PcpD
не входит ни в одну из них. Скорее, ТХБХ-редук-
таза наиболее близка белкам, которые служат ре-
дуктазными компонентами двухкомпонентных
оксигеназ, инициирующих аэробную деградацию
ароматических соединений, не имеющих гидрок-
сильных или аминных заместителей [43, 45].

PcpC катализирует стадии восстановительного
дегалогенирования, которое также происходит во
время деградации линдана у S. japonicum [60]. Дега-
логеназы PcpC и LinD являются членами семейства
глутатион-S-трансфераз (GST) (КФ 2.5.1.18), боль-
шинство ферментов которого катализируют нук-
леофильную атаку глутатиона на электрофильный
субстрат с образованием конъюгата глутатиона.
Хотя в геномах штаммов S. chlorophenolicum и
S. japonicum есть многочисленные члены GST-се-
мейства, ТХГХ-дегалогеназа не имеет значитель-
ной гомологии любому из них (<25% идентично-
сти парных последовательностей), в том числе
LinD, катализирующему восстановительное дега-
логенирование 2,5-ДХГХ до 2-хлоргидрохинона в
пути деградации линдана [60]. Таким образом,
pcpC, скорее всего, был приобретен путем гори-
зонтального переноса генов. PcpC и LinD ‒ един-
ственные известные восстановительные дегало-
геназы аэробных бактерий, которые действуют на
ароматические соединения. Значительное рас-
хождение между этими ферментами предполагает,
что они происходят независимо от разных пред-
ков ‒ членов GST-семейства. Остатки в активных
центрах PcpC и LinD напоминают остатки в ак-

тивных центрах некоторых малеилпируватизоме-
раз, а ТХГХ-дегалогеназа имеет низкую активность
с малеилацетоном, аналогом малеилпирувата [61].
Следовательно, ТХГХ-дегалогеназа могла проис-
ходить от малеилпируватаизомеразы.

Первые три рассмотренных фермента этого
метаболического пути удивительно неэффективны.
ПХФ-гидроксилаза (PcpB) имеет очень низкую
каталитическую константу (kcat 0.02 с–1) и демон-
стрирует существенное разобщение ‒ фермент
часто не может гидроксилировать субстрат и вме-
сто этого высвобождает H2O2 по мере разложения
промежуточного продукта C4a-гидроперокси-
флавина. ТХБХ-редуктаза (PcpD) показывает низ-
кую скорость оборота (0.7 с–1 при 50 мкМ ТХБХ)
[45, 47], а ТХГХ-дегалогеназа (PcpC) подвергает-
ся глубокому субстратному ингибированию, ее
ароматические субстраты действуют как неконку-
рентные ингибиторы реакции тиол-дисульфидного
обмена, которая необходима для регенерации сво-
бодной формы фермента [62]. Эти данные согласу-
ются с гипотезой о том, что ферменты в пути дегра-
дации ПХФ еще не эволюционировали до уровня
функции, типичной для большинства метаболи-
ческих энзимов [43]. Поскольку первые детерми-
нанты деградации ПХФ (pcpB, pcpD и pcpC) были
обнаружены в двух разных локусах генома штамма
ATCC 39723, следовательно, были задействованы
как минимум два разных события горизонтально-
го переноса генов.

При исследовании четвертого фермента PcpA
оказалось, что его последовательность на 93%
идентична другой диоксигеназе LinEb штамма
S. japonicum, расщепляющей ароматическое коль-
цо 2,6-ДХГХ. Несмотря на свое название, фер-
мент LinEb не участвует в деградации линдана
[63], в котором 2-хлоргидрохинон расщепляет его
гомолог LinE. Последовательности диоксигеназ
LinE и LinEb имеют 53, а PcpA и LinE ‒ 52% иден-
тичности.

Изучение пятого фермента пути (PcpE) пока-
зало, что его последовательность на 91% идентична
МА-редуктазе (LinF) штамма S. japonicum. Следо-
вательно, последние два гена пути деградации
ПХФ, PcpA и PcpE были унаследованы от бли-
жайшего предка S. chlorophenolicum и S. japonicum.

Таким образом, конверсию ПХФ можно рас-
сматривать, как модель вновь возникшего и еще не
оптимизированного пути конверсии ксенобиоти-
ков. Монооксигенирование первичного субстрата
осуществляется однокомпонентной гидроксила-
зой однократно в п-положении, в результате чего
отщепляется хлор-заместитель и образуется тет-
рахлор-п-бензохинон, который в следующей ре-
акции восстанавливается до тетрахлоргидрохи-
нона. Большинство хлор-заместителей элимини-
руется из молекулы субстрата до раскрытия
ароматического кольца. Субстратом для диокси-
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геназы, катализирующей это мета-расщепление,
является дихлорированный гидрохинон.

***
Флавинзависимые монооксигеназы, гидрок-

силирующие субстрат, играют основную роль в
гидрохиноновом пути бактериальной деградации
хлорфенолов. Монооксигенирование фенолов, со-
держащих хлор в пара-положении, приводит к одно-
временному гидроксилированию и выделению
ионов этого заместителя. При этом атака моноокси-
геназы на такой субстрат производит сначала хинон,
который затем восстанавливается до гидрохинона
или гидроксигидрохинона. Соответственно от того
какое из этих двух соединений служит субстратом
для дальнейшего воздействия диоксигеназ, расщеп-
ляющих ароматическое кольцо, различают два аль-
тернативных метаболических пути конверсии этих
соединений. Довольно часто наблюдается корре-
ляция пути метаболизма монозамещенных п-фе-
нолов с таксономической принадлежностью
штамма-деструктора. Преимущественно у гра-
мотрицательных бактерий в результате активности
однокомпонентных флавинзависимых монооксиге-
наз образуется гидрохинон, ароматическое кольцо
которого в последствие расщепляется. В то вре-
мя как у грамположительных бактерий двухком-
понентные флавинзависимые монооксигеназы
трансформируют первоначальный субстрат в ре-
зультате двух последовательных реакций гидрок-
силирования до гидроксигидрохинона, который
служит субстратом для диоксигеназ, расщепляю-
щих ароматическое кольцо.

Однокомпонентные гидроксилазы принадле-
жат к классу А флавинзависимых монооксигеназ
и проявляют узкую субстратную специфичность
по отношению к ароматическим соединениям,
содержащим активирующую гидроксильную или
аминогруппу. Это важное отличие всех флавинсо-
держащих оксигеназ от ферментов P450, которые
могут гидроксилировать также неактивированные
ароматические соединения [11]. Поскольку конеч-
ным продуктом катализа однокомпонентных
гидроксилаз являетси гидроксихинон, логично,
что эти ферменты выполняют только одно гид-
роксилирование фенольного субстрата. Однако,
скорее всего, это ограничение не является функ-
циональным и второе гидроксилирование вполне
возможно для этого класса ферментов. Так, в аль-
тернативном ГГХ-пути деградации 4-НФ штам-
мами Pseudomonas sp. 1-7 и Pseudomonas sp. WBC-3,
однокомпонентные 4-НФ-монооксигеназы PdcA
и PnpA скорее всего выполняют второе гидрокси-
лирование субстрата [14, 15].

Однокомпонентная ПХФ монооксигеназа
(PcpB) штамма S. chlorophenolicum ATCC 39723 ка-
тализирует одно гидроксилирование субстрата в 4
положении с образованием ТХБХ. Близкие гомоло-

ги гена этого фермента с 72–98% идентичностью
обнаружены у некоторых других – разлагающих
ПХФ сфингомонад [57, 58]. С большинством фла-
винмонооксигеназ бактерий, не способных к
конверсии ПХФ, PcpB имеет <35% идентичности
последовательностей [43]. Кроме того, при иссле-
довании влияния полихлорфенолов на видовое
разнообразие бактерий сообщалось, что добавле-
ние ПХФ в почвенную суспензию приводило к
избирательному ее обогащению бактериями рода
Sphingomonas [59]. Таким образом, наблюдается
корреляция способности разлагать ПХФ с таксоно-
мической принадлежностью бактерии деструктора
к сфингомонадам и родственным им видам.

Бактериальная деградация пентахлорфенола
может считаться классическим примером нового
пути, вновь возникшего и эволюционирующего
за 60 лет его активного использования человеком.
Бактерии еще не оптимизировали и не отрегули-
ровали ферменты начальных стадий, необходи-
мые для преобразования этого антропогенного
соединения в метаболиты центрального углерод-
ного обмена, вследствие чего первые три фермен-
та пути PcpB, PcpD и PcpC штамма S. chloropheno-
licum функционируют с различными ошибками.
Диоксигеназа PcpA катализирует расщепление
кольца 2,6-дихлоргидрохинона, то есть метабо-
лизм ПХФ идет по ГХ-пути, что характерно при
использовании бактериями однокомпонентных
флавинмонооксигеназ.

Двухкомпонентные гидроксилазы принадле-
жат к классу D флавинзависимых монооксигеназ,
ферментом-прототипом для которого является
4-гидроксифенилацетат-3-монооксигеназа (КФ
1.14.13.3), которая была идентифицирована у ряда
бактерий. Подобно флавомонооксигеназам класса
А, члены класса D обычно активны в отношении
ароматических субстратов, таких как 4-гидрокси-
фенилацетат, фенол [64–66], 4-НФ [17] и др.
Представители этого класса, по-видимому, огра-
ничены только одним типом оксигенации: (реги-
онселективным) гидроксилированием [11].

Как следует из приведенных выше данных,
бактериальные аэробные катаболические пути хло-
рированных фенолов чаще инициируются двухком-
понентными монооксигеназами, что, возможно,
связано с характерной для них широкой субстрат-
ной специфичностью. Большинство монооксиге-
назных компонентов TC-FDM-семейства попа-
дают в одну из двух гомологичных групп [18].
Первая группа – фенол-2-монооксигеназная, со-
стоит из ферментов, которые гидроксилируют
фенолы в орто-положении к исходной гидроксиль-
ной группе и включает 4-гидроксифенилацетатмо-
нооксигеназу HpaB [25], нитрофенолмонооксиге-
назу NphA1 (КФ 1.14.13.29) [24] и фенолмонооксиге-
назу PheA [67].
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Вторая – основная гомологичная группа со-
держит фенол-4-монооксигеназы, которые гид-
роксилируют фенолы в пара-положении по отно-
шению к исходной гидроксильной группе. Эта
группа включает 4-ХФ-монооксигеназу CphC-I
[8], 4-НФ монооксигеназы NpcA [18] и NpdA2
[12], 2,4,5-ТХФ-монооксигеназу TftD [68] и 2,4,6-
трихлорфенолмонооксигеназы TcpA [5] и HadA
[69]. Природные субстраты всех ферментов в
группе фенол-4-монооксигеназ имеют электро-
ноакцепторный заместитель (нитро или хлор) в
пара-положении, который замещается в резуль-
тате катализируемого монооксигеназой гидрок-
силирования. Все члены группы фенол-4-моно-
оксигеназы дважды гидроксилируют свои при-
родные субстраты.

При разложении трихлорфенолов сначала все-
гда происходит гидроксилирование в пара-, а потом
в орто-позиции к первоначальной гидроксильной
группе. 2,4,6-ТХФ-монооксигеназа TcpA [6] ката-
лизирует последовательное дехлорирование по-
средством окислительных и гидролитических ре-
акций, при этом субстрат не покидает активного
сайта фермента [11, 12]. Второе гидроксилирова-
ние субстрата 4-НФ-моноксигеназой NpdA2 [12],
по аналогии с TcpA также, скорее всего, осуществ-
ляется посредством гидролитической реакции без
выхода субстрата из активного центра фермента.
Подтверждением этого предположения является
то, что как TcpA, так и NpdA2 не могут использо-
вать как субстраты восстановленные бензохино-
ны ‒ 2,6-ДХГХ и гидрохинон соответственно.
Причем второго функционального домена у этих
монооксигеназ нет, так что скорее имеет место
каталитическая разнородность (неразборчивость)
фермента.

Иная каталитическая неразборчивость фер-
ментов была выявлена при конверсии 4-ХК куль-
турами A6 и JS443. Идентификация промежуточ-
ного метаболита 5-хлоргидроксигидрохинона в
результате активности монооксигеназ CphC-I и
NpdA2, свидетельствует о слабой позиционной
специфичности этих ферментов в отношении
субстрата, вследствие чего происходит гидрокси-
лирование его в пара-позиции по отношению к
любой из двух гидроксильных групп [8, 12].

Рассмотренные пути бактериальной деграда-
ции хлорированных фенолов показывают, что
чем больше хлора содержит молекула ароматиче-
ского субстрата, чем менее она похожа на при-
родный структурный аналог, тем более проблема-
тично для бактерии выстроить и оптимизировать
путь его начальной конверсии. Токсичность хло-
рированных фенолов кроме количества атомов
хлора в молекуле субстрата зависит и от их поло-
жения. Известно, что трудность в утилизации
субстрата бактериями увеличивается при нали-
чии хлор-заместителя в 3-, 4- и 5-ой позициях [1]. 

Таким образом, эволюция новых субстратных
специфичностей идет через рекрутирование пер-
спективных генов/ферментов посредством дупли-
каций и мутаций, уже имеющихся в геноме, или пу-
тем горизонтального переноса из геномов других
бактерий. На первых этапах ферменты, обладающие
слабой или даже неспецифичной активностью по
отношению к целевым субстратам, показывают
низкую эффективность. Затем приходит пора
“обкатки” фермента, исправления его ошибок,
увеличение специфичности к субстрату, устране-
ние каталитической неразборчивости и оптими-
зация регуляции.

Рис. 7. Путь конверсии ПХФ у штамма S. chlorophenolicum ATCC 39723: I – пентахлорфенол; II – тетрахлор-п-бензохи-
нон; III – тетрахлоргидррохинон; IV – 2,5,6-трихлоргидрохинон; V – 2,6-дихлоргидрохинон; VI – 2-хлормалеилаце-
тат; VII – малеилацетат; VIII – β-кетоадипат [2].
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Flavin-Dependent Monooxygenases Involved 
in Bacterial Degradation of Chlorophenols

N. V. Zharikovaа, *, V. V. Korobovа, and E. I. Zhurenkoа
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There are two central pathways for aerobic bacterial degradation of chlorophenols mainly depends on the de-
gree of halogenation of the substrate. Mono- and dichlorophenols are hydroxylated to (chloro)catechols,
were further metabolized by ortho-cleavage pathway. Polychlorinated phenols are utilized by bacteria via hy-
droquinone/hydroxyhydroquinone followed by meta-cleavage of its aromatic ring with the formation of ma-
leyl acetate and then β-ketoadipate. Most research has focused on organisms and catabolic pathways that in-
volve the degradation of (chloro)aromatic substrates via catechols, while alternative hydroquinone path-
way remain poorly understood and described. The review provides information on the metabolic pathways
of p-chloro-substituted phenols, where special attention is paid to f lavin-dependent monooxygenases that
catalyze the primary reactions of substrate oxidation.

Keywords: f lavin-dependent monooxygenase, biodegradation, 4-chlorophenol, 2,4,5-trichlorophenol,
2,4,6-trichlorophenol, pentachlorophenol, hydroquinone, hydroxyhydroquinone
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В обзоре рассматриваются свойства виолацеина – хромогенного вторичного метаболита бактерий,
обладающего широким спектром биологической активности, а также вопросы его микробного син-
теза и перспективы применения. Синтезирующие виолацеин бактерии выделены из различных ис-
точников, среди которых ризосфера культурных растений, почвы, болота, морское побережье, пру-
ды, талые воды ледников. Исследование антибактериальных, антимикозных, инсектицидных и
противоопухолевых свойств виолацеина ставит его в ряд чрезвычайно перспективных биологиче-
ски-активных соединений и обуславливает неуклонно возрастающий интерес как к самому соеди-
нению, так и к группе бактерий, его продуцирующих, для разработки новых лекарственных и вете-
ринарных средств, а также средств защиты растений. Целью данного обзора является попытка
обобщения значительного массива данных об этом соединении, особенно касающихся его анти-
микробных и противораковых свойств.

Ключевые слова: вторичные метаболиты, пигменты, виолацеин, антимикробная активность, цито-
токсичность, инсектициды, биотехнологическая значимость
DOI: 10.31857/S0555109922060071

Бактерии многих родов, в том числе наиболее
изученные Chromobacterium [1–3], Janthobacterium
[4–6], Iodobacter, Collimonas [7, 8], а также некото-
рые представители таких родов, как Alteromonas и
Pseudomonas [9–11], способны синтезировать пиг-
мент фиолетового цвета – виолацеин или [3-(1,2-
дигидро-(5-гидрокси-1Н-индол-3-ил)-2-оксо-3Н-
пиррол-3-илидена)-1,3-дигидро-2Н-индол-2-он]
(рис. 1), обладающий чрезвычайно широким
спектром биологической активности [12–15].

Интерес исследователей к виолацеину и син-
тезирующим это соединение микроорганизмам
неуклонно растет. Так, на запрос о виолацеине в
базах даются ссылки на более чем 5.5 тыс. публи-
каций, на запрос “С. violaceum” – на более, чем
15 тыс. публикаций в период с 2012 по 2022 гг.
[NCBI PubMed https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/.
Accessed 20 Jan 2021].

Вместе с этим, работ в русскоязычных журна-
лах остается относительно немного, в этой связи
настоящий обзор посвящен общей характеристике
данного соединения, путям его биосинтеза, неко-
торым свойствам и перспективам использования.

Биосинтез виолацеина. Биосинтез виолацеина
осуществляется экспрессией vio оперона при уча-
стии считываемых в одном направлении пяти ге-

нов vioA, vioB, vioC, vioD, и vioE, обеспечивающих
конденсацию двух молекул L-триптофана, явля-
ющегося универсальным метаболитом ряда вто-
ричных метаболических путей у микроорганиз-
мов [17], что приводит к образованию молекулы
пигмента (рис. 1, табл. 1). Приоритет в открытии
пути биосинтеза виолацеина принадлежит Пем-
бертону c coавт. [16].

Биосинтез виолацеина начинается с образова-
ния аутоиндуктора N-гексаноил-L-гомосерин
лактона (С6-AГЛ), являющегося основным сиг-
налом кворум сенсинга. C увеличением плотно-
сти клеточной популяции за счет каталитическо-
го превращения жирных кислот или S-аденозил-
метионина с участием синтазы, находящейся под
контролем гена CviI, образуется С6-АГЛ и, фор-
мируя белок-лигандный комплекс с рецептор-
ным белком CviR, изменяет его конфигурацию,
что обуславливает возможность связываться с
ДНК. Образовавшийся комплекс запускает кво-
рум-зависимую транскрипцию целевых генов vio
ABEDC-оперона, связываясь с его промоторным
сайтом [19–21] (рис. 2).

Продукт гена, VioA, флавинзависимая трипто-
фан 2-монооксигеназа, катализирует окислитель-
ную трансформацию L-триптофана в индол-3-пи-

EDN: RKPWRV
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руватимин (IPA) в процессе, сопряженном с восста-
новлением флавинадениндинуклеотида (FAD)
[22, 23].

На следующем этапе две молекулы IPA с уча-
стием гемсодержащей синтазы, кодируемой vioB,
превращаются в короткоживущий димер [24–26],
который с участием фермента VioE превращается
далее в протодеоксивиолацеиновую кислоту. Ин-
дольное кольцо протодеоксивиолацеиновой кисло-
ты в пятой позиции гидроксилируется с участием

монооксигеназы VioD с образованием провиолаце-
ина. Окончательный этап биосинтеза заключается в
образовании виолацеина из провиолацеина под
контролем флавинзависимой монооксигеназы
VioС. Детальные характеристики пути биосинтеза
представлены в базе данных MetaCyc: https://bio-
cyc.org/META/NEW-IMAGE?object=PWY-7040.

Виолацеин продуцируется широким кругом
бактерий, населяющих практически все типы
природных экосистем – от морских вод до сель-

Рис. 1. Пути биосинтеза бактериального виолацеина.
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Таблица 1. Гены vio оперона [18]

Ген Обозначение Функция Молекулярная 
масса

Размер
(п.о.)

Номер
в PDB

vioA CV_RS16140 Флавинзависимая триптофан 
2-монооксигеназа

48 1257 5G3S

vioB CV_RS16135 Синтаза димера иминофенил-пируват 111 2997 –
vioC CV_RS16130 FAD-зависимая монооксигеназа 48 1290 2WBO
vioD CV_RS16125 Флавин-зависимая монооксигеназа 42 1122 3C4A
vioE CV_RS16120 Изомераза, отвечающая за конверсию 

флаванона в изофлавон
22 576 2ZF3
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скохозяйственных почв и ледников. В этой связи
представляется достаточно затруднительно дать од-
нозначное определение биологической роли виола-
цеина. Например, как и для ряда других пигмен-
тов бактерий, его роль может заключаться в защи-
те клетки от ультрафиолетового излучения [27]. В
то же время было показано, что C. violaceum син-
тезирует виолацеин в качестве агента конкурент-
ной борьбы в межмикробных взаимодействиях.
На такую же мысль наводит и тот факт, что про-
дуценты виолацеина – в основном виды, ведущие
прикрепленный образ жизни и являющиеся в си-
лу этого легкой добычей для хищников [28].

В 2003 г. вышла публикация об осуществлении
полногеномного сиквенса C. violaceum [29]. Ана-
лиз генома привел авторов работы к выводу о том,
что очень высокая степень адаптивности и уни-
версальность, которые демонстрирует C. violace-
um, обусловлены большим и сложным геномом
бактерии, включающим значительную долю от-
крытых рамок считывания (ORF), специфически
связанных со способностью организма взаимо-
действовать и реагировать на окружающую среду.
Сложность генома может иметь большое практиче-
ское значение в силу того, что бактерия является
важным потенциальным источником биотехно-
логически пригодных генов, в частности биосин-
теза виолацеина.

Биологические эффекты виолацеина. Антибак-
териальные свойства виолацеина, по-видимому,
одна из первых особенностей, на которую обра-
тили внимание исследователи [30–34]. Так, в рабо-
те Барич с соавт. [35] был показан антимикробный
эффект экстракта культуральной жидкости выде-
ленной в Антарктике бактерии Janthinobacterium
lividum – ROICE173 по отношению к 200 бактери-
альным штаммам природного и клинического
происхождения, обладающим множественной
лекарственной устойчивостью. Экстракт показал
бактерицидный эффект в отношении 40% штаммов,
бактериостатический эффект в отношении 12%,

на 48% изучаемых штаммов виолацеин не оказывал
эффекта. Примечательно, что был отмечен зна-
чительный эффект ингибирования по отноше-
нию к таким микроорганизмам, как стафилокок-
ки, энтерококки, энтеробактерии.

Антимикробные свойства виолацеина исчер-
пывающе освещены в обзоре [36]. В частности,
одним из клинически значимых штаммов, кото-
рый в последнее время привлекает наибольшее
внимание, является Staphylococcus aureus, отчасти
из-за его статуса патогена с множественной ле-
карственной устойчивостью. Несколькими ис-
следовательскими коллективами [37–39] было
установлено, что виолацеин способен подавлять
рост S. aureus в концентрациях от 5.7 до 15 мг/л,
или приблизительно от 17 до 43 мкмоль/л.

Виолацеин является гидрофобным соединени-
ем, коэффициент липофильности которого состав-
ляет 3.34 [40], в связи с чем возникает вопрос о том,
каким образом он может поступать в окружающую
среду и оказывать воздействие на другие организ-
мы. В определенной степени это может быть объяс-
нено работами, описывающими транспортные
системы для виолацеина. Достаточно детально
описан механизм доставки виолацеина для по-
давления жизнедеятельности бактерий – потен-
циальных конкурентов с использованием везикул
наружной мембраны (ВНМ) в работе Батиста с
соавт. [41]. Было установлено, что ВНМ бактерии
C. violaceum являются транспортным средством
доставки виолацеина на большие расстояния для
уничтожения конкурентов. Высвобождение ВНМ
C. violaceum является кворум-сенсинг(QS)-регу-
лируемым процессом, необходимым для межбак-
териальной конкуренции с использованием до-
ставки антимикробного соединения. При этом
виолацеин индуцирует биогенез ВНМ для соб-
ственной доставки и способствует формирова-
нию биопленки. ВНМ без виолацеина безвредны
для бактерий. Образование везикул обусловлено
накоплением фосфолипидов во внешней мем-

Рис. 2. Кворум-зависимый синтез виолацеина у С. violaceum [21].
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бране и регулируется фосфолипидным транспор-
тером VacJ/Yrb. При низкой плотности клеток
скорость высвобождения ВНМ снижается из-за
увеличенной экспрессии системы VacJ/Yrb. Напро-
тив, отмечено, что экспрессия VacJ/Yrb снижается
на ранних стадиях инфицирования хозяина, что
стимулирует везикуляцию и, соответсвенно, адап-
тацию к условиям среды. Таким образом, двух-
компонентная система “кворум сенсинга”
CviI/CviR активирует выработку виолацеина.

Являясь структурным компонентом биопленки,
виолоцеин-содержащие везикулы играют роль за-
щиты популяции виолацеин-синтезирующих бак-
терий от простейших, которую обнаружили и опи-
сали Матз с соавт. [42]. Авторы показали, что виола-
цеин подавляет жизнедеятельность жгутиковых,
инфузорий и амеб. В экспериментах с нематодой
Caenorhabditis elegans было обнаружено, что вио-
лацеин нарушает функционирование сигнально-
го пути IIS, включающего инсулиноподобный
фактор роста, что опосредует апоптоз клеток [43].
В этой же работе было показано, что апоптоз у не-
матоды вызывался и присутствием в кишечнике
хозяина E. coli, в которой были экспрессированы
гены синтеза виолацеина. В заключение авторы,
сопоставляя полученные ими результаты с дан-
ными других исследований по токсическому воз-
действию виолацеина на клетки млекопитающих
и простейших, делают предположение о наличии
общего молекулярного апоптозоподобного меха-
низма клеточной смерти у отдаленно-родствен-
ных эукариотических систем как мишени для
токсического воздействия виолацеина.

Некоторые молекулярные механизмы воздей-
ствия виолацеина на простейших представлены в
работе [44], результаты которой показали, что ви-
олацеин нарушает функции шаперонов у маля-
рийного плазмодия Plasmodium falciparum, что
приводит к нарушению структуры белков, про-
теосомальной деградации и нарушению развития
паразита.

Негативный эффект виолацеин оказывает и на
грибные культуры [45]. Являясь по своей хими-
чеcкой структуре алкалоидом, виолацеин, как и
многие другие алкалоиды, обладает очень широ-
ким спектром физиологической активности. Уже
упоминалось об антибактериальной активности
виолацеина, позволяющей виолацеин-синтези-
рующим бактериям выигрывать конкурентную
борьбу. При этом было показано, что у многокле-
точных организмов виолацеин может оказывать
стимулирующее и регулирующее влияние на
микробное сообщество ЖКТ. Пауэр с соавт. [46]
при оценке влияния разных доз виолацеина, 50 и
500 μг/мл, перорально вводимого крысам в тече-
ние месяца, выяснили, что маленькие дозы вио-
лацеина были связаны с обнаружением большего
таксономического разнообразия кишечной мик-

робиоты по сравнению с контрольной группой и
высокими дозами виолацеина. В группе, обраба-
тываемой низкой дозой виолацеина, доминиро-
вали представители классов Bacilli и Clostridia, как
полагают авторы, в результате снижения конку-
рентноспособности других групп бактерий, в том
числе, протеобактерий.

В экспериментах с лабораторными мышами и
крысами был продемонстрирован значительный
иммуномодулирующий, противовоспалительный
и обезболивающий эффекты виолацеина, полу-
ченного из штамма Chromobacterium violaceum
[47]. Авторы предположили, что эффект обуслов-
лен тем, что виолацеин в дозах 10, 20 и 40 мг/кг
веса способен ингибировать синтез/высвобожде-
ние медиаторов воспаления.

Веринауд с соавт. [48] показали в эксперимен-
тах с мышами, у которых вызывали острый или
хронический воспалительный процесс, что интра-
перитонеальное введение мышам 3.5 мг/кг веса
виолацеина приводило к подавлению выработки
цитокинов (при остром воспалении) и оказывало
стимулирующий эффект в отношении регулятор-
ных Т-клеток (при хроническом воспалении), что
в значительной степени сглаживало картину вос-
палительного эффекта.

Располагая противоречивыми данными о вли-
янии виолацеина на экспрессию фактора некроза
опухоли (TNF-α) (до этого было сообщение Аль-
шатви с соавт. об индукции экспрессии фактора
некроза опухоли в клеточной культуре рака мо-
лочной железы MCF-7 [49], в то время, как Фе-
рейра с соавт. [50] не обнаружили индукции при
исследовании клеток пораженной эндомитоци-
ном слизистой оболочки желудка крыс), Венегас
с соавт. [51] выяснили, что виолацеин способен
оказывать непосредственное влияние на клетки-
макрофаги. Прежде всего, авторы на примере
клеточной линии макрофагов мыши Raw 264.7
показали, что виолаценин не влияет на динамику
выделения оксида азота макрофагами. Далее они
установили, что виолацеин непосредственно повы-
шает уровень иммунного ответа, индуцируя экс-
прессию провоспалительных цитокинов в клетках
Raw 264.7 и ANA-1 за счет активации сигнального
пути TLR. Используя в работе линию клеток по-
чек эмбриона человека HEK-293, авторы устано-
вили, что в концентрации 15 мкмоль/л виолацеин
активирует тол-подобные рецепторы hTLR8,
функция которых состоит в активации клеточно-
го иммунного ответа за счет распознавания моле-
кулярных структур патогенов и запуска сигналь-
ного каскада, ведущего к синтезу цитокинов и
других ассоциированыых с воспалением молекул.
Была отмечена экспрессия генов, вовлеченных в
воспалительный ответ и сигнальную систему, хе-
мотаксис, а также изменение уровня экспрессии
генов, связанных с регуляцией клеточной проли-
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ферации. В работе получены доказательства того,
что виолацеин может связываться с hTLR8 анало-
гично имидазохинолиновым соединениям. Ими-
дазохинолиновые соединения с низкой молеку-
лярной массой являются агонистами TLR8-ре-
цепторов и демонстрируют противовирусные и
противораковые свойства. В свете полученных
доказательств становится очевидно, что виолаце-
ин обладает потенциалом для использования в
будущих стратегиях иммунной терапии. Рецептор
TLR8 участвует в распознавании одноцепочеч-
ной РНК (ssRNA) и инициирует иммунный от-
вет, который может передаваться через два раз-
личных механизма с участием различных адап-
терных белков, а именно MyD88 или TRIF.

Значительный объем информации накоплен
относительно противораковой активности вио-
лацеина. Ряд исследований показал, что виолаце-
ин способен вызывать апоптоз в различных типах
раковых клеток, включая линии клеток лейке-
мии. Авторы работы [52] использовали неопухо-
левые (CHO-K1 and MRC-5) и опухолевые (HeLa)
клеточные линии для оценки влияния виолацеи-
на как окислителя. Не установив взаимосвязи
между появлением биомаркеров окислительного
стресса в ответ на обработку клеток виолацеином
(3 и 5 мкм) и индукцией апоптоза, авторы тем не
менее пришли к заключению о том, что виолаце-
ин вызывает гиперполяризацию митохондриаль-
ных мембран, вызывая тем самым гибель клеток.
Наибольший эффект наблюдался для линий
MRC-5 и HeLa.

В работе [53] описаны молекулярные механиз-
мы воздействия виолацеина на клетки меланомы:
виолацеин вызывает значительное снижение экс-
прессии гистоновой деацетилазы 6, активатора
пролиферации клеток меланомы. Кроме того,
было обнаружено ингибирование виолацеином
сигнальных путей (рецептор тирозинкиназы AXL
и киназы AKT), отвечающих за уход от апоптоза.
Сверхэкспрессия AXL характерна для многих ти-
пов раковых опухолей. Эти молекулярные собы-
тия обуславливают ингибирование аутофагии и,
как следствие, гибели клеток меланомы в резуль-
тате апоптоза.

Несмотря на значительные успехи в изучении
механизмов антираковой активности виолацеи-
на, многие аспекты остаются неизученными. Так,
лишь в недавней работе [54] были установлены
механизмы воздействия виолацеина на клетки ге-
патоцеллюлярной карциномы. В данном иссле-
довании впервые показано, что виолацеин инги-
бирует пролиферацию линии клеток гепатокар-
циномы Huh7 и Hep3B. Антипролиферативный
эффект виолацеина был связан с остановкой кле-
точного цикла на стадии интерфазы sub-G1 и ин-
дукцией апоптотической гибели клеток. Виолацеин
менял потенциал митохондриальной мембраны

(MMP), увеличивал генерацию реактивных ви-
дов кислорода (ROS), активировал каспазный
каскад и повышал уровень p53 и p21. Белок p21
является внутриклеточным ингибитором цик-
лин-зависимой киназы. Динамика р21, в зависи-
мости от внутриклеточной локализации белка,
коррелирует с агрессивностью опухоли и ее спо-
собностью к метастазированию. Белок р53 инду-
цирует апоптоз – программируемую смерть клетки.
Белок р53 находится в цитоплазме в латентном
состоянии, активация его происходит не только в
ответ на поражение ДНК, но также может явиться
следствием многих других процессов, происходя-
щих в клетке, в том числе активации онкогенов, ги-
поксии, дефицита питания, старения и др. При ак-
тивации белок р53 способен инициировать незави-
симо друг от друга 2 программы: 1 – временную
остановку клеточного цикла в G1-фазе с помощью
белка p21W AFI, ингибирующего циклин-зависи-
мые киназы; 2 – стимуляцию апоптоза путем акти-
вации генов Вах или Bid – проапоптотических ге-
нов семейства Bcl-2 и/или активации образования
свободных форм кислорода, способствующих
выходу цитохрома из митохондрий. Виолацеин
подавлял пролиферацию и образование опухоле-
вых клеток гепатокарциномы Huh7, раковых
стволовых клеток гепатомы Hep3B, снижал экс-
прессию ключевых маркеров стволовых клеток
рака, включая CD133, Sox2, Oct4 и Nanog, путем
ингибирования путей сигнала трансдуктора и ак-
тиватора транскрипции-3 (STAT3)/AKT/ERK.

Исследованиями также было показано, что
виолацеин повышает уровень отрицательных ре-
гуляторов прогрессии клеточного цикла p53, p27
и p21 [55] и вызывает опосредованный реактив-
ными видами кислорода апоптоз на примере кле-
ток рака толстой кишки [56]. Отталкиваясь от по-
лученных Мело [57] результатов, показавших, что
клетки линии HL60 промиелоцитарной лейке-
мии реагируют на виолацеин как повышенной
гибелью клеток, так и снижением клеточной проли-
ферации, Феррейра с соавт. [50] раскрыли механизм
этого действия, показав, что виолацеин активирует
сигнал фактора некроза опухоли (TNF). Поскольку
данный эффект оказался специфичен для этих кле-
ток (авторы не обнаружили аналогичного эффекта в
клетках линий U937 или K562), был сделан вывод о
том, что виолацеин является представителем нового
класса цитотоксических препаратов, которые опо-
средуют апоптоз путем специфической активации
сигнальной трансдукции рецептора TNF 1. В клет-
ках HL60 воздействие виолацеина привело к фосфо-
рилированию p38 MAP-киназы, повышению ре-
гуляции пути NF-κB и активации каспазы.

MAP-киназа p38 играет основную роль во
множестве сигнальных путей, которые вовлечены
в инициацию и подержание хронического дли-
тельного воспаления при заболеваниях человека.
MAP-киназу p38 активирует ряд провоспалитель-
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ных цитокинов. Эта активация приводит к на-
коплению и высвобождению дополнительных
провоспалительных цитокинов. Окислительный
стресс является наиболее сильным специфиче-
ским стрессом, активирующим p38 MAPK. Ано-
мальная активность (выше или ниже физиологи-
ческой) p38 вызывает патологические стрессы в
некоторых тканях, включая нейроны, кости, лег-
кие, сердечные и скелетные мышцы, эритроциты
и ткани плода. Белковый продукт протоонкогена
RAS может увеличивать активность p38 и тем самым
вызывать чрезмерно высокую активность фактора
транскрипции NF-κB. Этот фактор транскрип-
ции обычно регулируется внутриклеточными пу-
тями, которые интегрируют сигналы от окружаю-
щей ткани и иммунной системы. В свою очередь,
эти сигналы координируют выживаемость и ги-
бель клеток. Нарушение регуляции активности
NF-κB может активировать гены, которые вызы-
вают выживание раковых клеток, а также могут
активировать гены, которые способствуют мета-
стазированию раковых клеток в другие ткани. Та-
ким образом, считается, что ингибиторы, направ-
ленные против MAPK p38a/p, являются эффек-
тивными в отношении снижения различных
параметров воспаления в клетках и тканях.

Высокий потенциал виолацеина как антира-
кового агента показали исследования Мехта с со-
авт. [58], с использованием раковых клеточных
линий U87 (глиобластома), A549 (легочная ткань)
and MCF7 (молочная железа). Обработка клеток
U87, A549 и MCF7 виолацеином в концентрации
1 мкМ привела к снижению клеточной пролифера-
ции всех трех клеточных линий в течение 5 дней. В
этих же клеточных линиях был проанализирован
уровень экспрессии нескольких внутриклеточ-
ных сигнальных белков при воздействии виола-
цеином в различных концентрациях. В клеточных
линиях U87, A549 и MCF7, подвергшихся воздей-
ствию виолацеина, были исследованы белки выжи-
вания и про-апоптотические белки Akt и PARP. В
результате обнаружилось существенное повыше-
ние уровня расщепленного PARP в клетках опу-
холи мозга U87, обработанных виолацеином в
концентрации 500 нМ, а также в клетках рака лег-
ких A549, обработанных 1 мкМ виолацеином. Эта
же доза виолацеина достоверно повышала уро-
вень p-44/42 MAPK в клетках линии U87, но при
этом не было отмечено изменений в экспрессии
про-апоптотического белка Akt. Также виолаце-
ин не менял уровень экспрессии рибосомального
белка pS6. Указанные наблюдения позволили ав-
торам заключить, что виолацеин не оказывает
влияния на сигнальную сеть трансляционного
контроля, но ингибирует миграцию клеток опу-
холи мозга, вероятно, в результате разрушения
субклеточных доменных структур актиновой фила-
ментной сети, включая ламеллиподии и филопо-
дии, что приводит к изменению фенотипа клеток,

нарушающему их подвижность. То, что виолацеин
реализует различные механизмы воздействия на
клетки, подтверждается и данными Квайроса с
соавт. [59], обнаружившими, что виолацеин по-
казал селективную цитотоксичность для клеточ-
ных линий HL60 и TF1, но пути, приводящие к
клеточной гибели, оказались разными для этих
двух линий.

Как было упомянуто ранее [50], в клетках
HL60 воздействие виолацеина привело к фосфори-
лированию p38 MAP-киназы, повышению регуля-
ции пути NF-κB и активации каспазы. В клетках же
TF1, по-видимому, канонический апоптотический
путь не реализуется [59]. В данном случае гибель
лейкозных клеток не была опосредована апоптозом
и/или аутофагией, поскольку динамика биомарке-
ров обоих типов клеточной смерти не менялась под
воздействием виолацеина. Методом профилиро-
вания кинома с использованием пептидных масси-
вов авторы получили картину клеточной киназной
активности, согласно которой про-апоптозная ак-
тивность виолацеина фактически осуществляется
путем ингибирования кальпаина и DAPK1 и ак-
тивации PKA, AKT и PDK, за которыми следуют
структурные изменения, вызванные стрессом эн-
доплазматического ретикулума и разрушением
аппарата Гольджи, что приводит к гибели клетки.
Результаты этого исследования убедительно свиде-
тельствуют о том, что виолацеин вызывает перепро-
граммирование кинома, преодолевая дисфункции
сигналов смерти в устойчивых к внутреннему воз-
действию клетках лейкемии человека. Виолацеин
оказался способен обойти естественную рези-
стентность клеток TF1, за счет активации киназ,
способствующих стрессу ретикулума [59]. Проти-
вораковая активность виолацеина и близкого к
нему по свойствам продигиозина достаточно
полно описана в обзоре [36].

Несмотря на огромное внимание исследовате-
лей всего мира к виолацеину, однозначные выво-
ды о механизмах его действия на данный момент
отсутствуют. Однако тот факт, что виолацеин
оказывает цитотоксическое действие на широкое
разнообразие организмов и клеток, указывает на
вероятное существование общей мишени или пу-
ти. Изучение влияния виолацеина и подобных
ему соединений (бисиндолов) на генетическом
уровне на модельных эукариотических организ-
мах, таких как C. elegans, поможет в выяснении
механизма его действия и позволит оценить его
перспективность и потенциал в качестве клини-
ческого терапевтического средства.

Получение виолацеина. В связи с возможно-
стью и перспективностью применения виолацеина
как антиканцирогенного агента, значительный
интерес представляет вопрос микробного синтеза
виолацеина в масштабах, достаточных для его
коммерческого использования. Это касается как
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подбора штаммов-продуцентов, так и, что не ме-
нее важно, условий культивирования.

Уже в достаточно ранних сообщениях подчер-
кивалась необходимость оптимизации состава
культуральной среды и условий культивирования
для оптимального выхода виолацеина. Мендес с
соавт. [60] использовали так называемую методо-
логию поверхности отклика с целью установления
оптимальных параметров культивирования штамма
C. violaceum. Оказалось, что триптон и дрожжевой
экстракт в культуральной среде положительно
коррелируют с выходом биомассы и содержанием
виолацеина, в то же время использование глюко-
зы приводит к отрицательной корреляции.

Также изучалось влияние на продуктивность
культур таких параметров, как температура, осве-
щение, величина pH, наличие витаминов. В част-
ности, показано, что для C. violaceum штамма BB-78
критичным для биосинтеза фактором явилось на-
личие в среде культивирования метионина [61].

Используя методы многофакторного экспери-
мента, авторы [62] определили оптимальное содер-
жание в культуральной среде основных компонен-
тов – мясного бульона, триптофана, нитрата калия,
величины pH, объёма среды и инокулята. В ре-
зультате им удалось получить выход 1.62 г/л сырого
виолацеина, что значительно превысило извест-
ные до этого показатели.

Вместе с этим, при выборе продуцента необхо-
димо учитывать тот факт, что значительная часть
известных природных продуцентов виолацеина –
патогенны для человека. Так, к II классу патогенно-
сти отнесены C. violaceum [63, 64] и Janthinobacterium
lividum [65]. В этой связи внимание исследователей
было направлено как на отбор природных непато-
генных штаммов-продуцентов, так и, что более
перспективно, на возможность создания безопас-
ных генноинженерных конструкций для производ-
ства виолацеина. Так, в работе [66] детально описана
процедура культивирования дрожжей Yarrowia lipo-
lytica, несущей плазмиду pYaliA1-vioDCBAE, опти-
мизация процесса биосинтеза, выделение и очистка
виолацеина. Клонирование генов синтеза виолаце-
ина в дрожжах открыло перспективу эффектив-
ного масштабирования лабораторного процесса
наработки этого соединения. Тонг с соавт. [67]
использовали метод сборки Golden Gate для со-
здания библиотеки штаммов, продуцирующих
виолацеин в дрожжах Yarrowia lipolytica, где каж-
дый ген в пути синтеза виолацеина контролиро-
вался тремя различными промоторами с различ-
ной силой транскрипции. Результаты показали,
что сильная экспрессия генов, кодирующих VioB,
VioC и VioD, способствовала наработке виолаце-
ина с минимальным побочным продуктом дезок-
сивиолацеином. Оптимизации состава среды и
условий культивирования позволила достичь вы-
хода виолацеина 70.04 мг/л. Разработанные про-

токолы клонирования позволяют, по мнению ав-
торов, получить доступ в том числе и к промежу-
точным продуктам пути биосинтеза виолацеина и
использованию Y. lipolytica в качестве промыш-
ленно значимого продуцента для биосинтеза.

Фанг c соавт. [68] реконструировали метабо-
лический путь биосинтеза виолацеина непосред-
ственно из глюкозы в E. coli. Генный кластер пути
синтеза виолацеина они скомбинировали с моди-
фицированным триптофановым путем и получи-
ли в результате высокий уровень выхода готового
продукта. В 5-литровом биореакторе при перио-
дическом культивирования с глюкозой в качестве
источника углерода использование рекомби-
нантной E. coli B2/pED + pVio позволило полу-
чать сырой виолацеин с выходом 1.75 г л–1 и про-
изводительностью 36 мг л–1 ч–1.

Создание генноинженерных конструкций с
использованием различных подходов для мик-
робного синтеза вторичных метаболитов, биологи-
чески активных соединений привлекает все боль-
шее внимание исследователей. Произошедшие за
последнее десятилетие прорывы в области гено-
мики и развитие системной биологии дали воз-
можность развитию методик модифицирования
так называемого микробного шасси – рабочей
платформы микроорганизма-продуцента, на ос-
нове которой будут создаваться новые микробные
метаболические пути как с целью фундаменталь-
ных исследований, так и практического исполь-
зования – для развития биотехнологических,
фармацевтических, биомедицинских и др. на-
правлений [69]. Вей Лиу с соавт. [70] экспресси-
ровали гетерологичный путь синтеза β-каротина
и виолацеина. Обычно гетерологичный метабо-
лический путь конструируют путем генной инже-
нерии шасси и оптимизации экзогенного пути.
Зачастую это метод проб и ошибок. Авторы исполь-
зовали комбинаторный метод на основе рекомби-
назы (названный “SCRaMbLE-in”) для одновре-
менного решения обеих задач. Метод включает на-
бор рекомбиназ in vitro для быстрого создания
прототипов и диверсификации экспрессии генов
на уровне путей и систему перестановки генома
in vivo для интеграции собранных путей в синте-
тический геном дрожжей, при этом комбинаторно
вызывая массивные геномные перестройки в шасси
хозяина. В результате были успешно собраны, ди-
версифицированы и интегрированы пути био-
синтеза β-каротина и виолацеина в дрожжевом
продуценте. Авторы позиционируют этот метод
как быстрый, эффективный и универсальный для
ускорения цикла манипуляций в инженерной
биологии.

Часто низкий выход продукта, а также относи-
тельно ограниченный спектр природных соеди-
нений обусловлен, в том числе, их сложной хими-
ческой структурой и, соответственно, непростой
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генетической организацией путей биосинеза. Ав-
торы работы [71], апеллируя к успешно использу-
емым генетическим манипуляциям [72–74], по-
лагают, что интеграция синтетической биологии
с синтетической химией позволяет получить до-
ступ к гораздо более разнообразному спектру не
имеющих прямых аналогов в природе активных
соединений, и это должно ускорить открытие но-
вых терапевтических средств. Так, учитывая тот
факт, что фермент VioA обладает достаточно ши-
рокой субстратной специфичностью по отноше-
нию к аналогам триптофана, авторы, используя
неочищенный клеточный экстракт и галогениро-
ванные производные триптофана, получили в ко-
нечном итоге 26 новых аналогов виолацеина или
дезоксивиолацеина, обладающих высокой био-
логической активностью.

Применение последних технологических дости-
жений в области написания и редактирования гено-
ма, имитирующих процесс естественной эволюции
на геномном уровне, методологии структурных
перестроек, перспективность таких подходов от-
ражены в ряде интересных работ [36, 75, 76].

***
В данном обзоре представлены некоторые на-

правления исследований в области изучения про-
дуцируемого бактериями бисиндола виолацеина.
Уникальные характеристики виолацеина привлек-
ли к нему внимание многих исследовательских
групп. Перспективность этого соединения для
использования в области медицины, ветерина-
рии, сельского хозяйства является несомненной.

Широкий спектр биологической активности,
включая антимикробные, противовоспалитель-
ные, иммуностимулирующие, противораковые и
другие свойства, ожидаемо сделает виолацеин и
его производные объектом клинических исследо-
ваний. Имеющиеся пока сложности, связанные с
производством виолацеина, такие как низкая
продуктивность штаммов, высокая стоимость
продукта должны быть преодолены с развитием
синтетической биологии и химии, которые уже
позволяют разрабатывать эффективные протоколы
и новые штаммы-продуценты, что приведет в итоге
к возможности получения биологически актив-
ных соединений, включая виолацеин, в количе-
ствах, необходимых для глубокого изучения и
практического применения.
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Bacterial Violacein: Properties, Biosynthesis
and Application Prospects
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The review discusses the properties of violacein, a chromogenic secondary metabolite of bacteria with a wide
range of biological activity, as well as the issues of its microbial synthesis and prospects for application. Vio-
lacein-synthesizing bacteria have been isolated from various sources, including the rhizosphere of cultivated
plants, soils, marshes, sea coasts, ponds, and glacier melt waters. The study of the antibacterial, antimycotic,
insecticidal and antitumor properties of violacein puts it in a number of extremely promising biologically ac-
tive compounds and causes a steadily increasing interest both in the compound itself and in the group of bac-
teria that produce it, in terms of the development of new drugs and veterinary drugs, as well as plant protec-
tion products. The purpose of this review is to attempt to summarize the considerable amount of data on this
compound, especially regarding its antimicrobial and anticancer properties.
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Для повышения эффективности взаимодействия лекарственного средства и мишени все большую
актуальность приобретает метод направленного транспорта лекарств, позволяющий увеличить его
концентрацию в определенном месте и блокировать или сильно ограничить их накопление в здоро-
вых органах и тканях. Нанопрепараты на основе мицелл можно рассматривать как систему с уни-
кальными характеристиками по сравнению с другими наноносителями, поскольку меньший размер
обеспечивает возможность пассивного нацеливания на органы мишени (даже плохо проницаемые)
и эффективную интернализацию клетками. Полимерные мицеллы находят все более широкое при-
менение для создания систем доставки лекарств. В работе представлен краткий обзор по примене-
нию полимерных мицелл-носителей в системах доставки лекарственных средств, основных прин-
ципах их приготовления, характеристики, фармакокинетики мицеллярных препаратов и возмож-
ности их практического применения.

Ключевые слова: полимерные мицеллы, система доставки лекарств, поверхностно-активные веще-
ства, амфифильность, солюбилизация, фармакокинетика
DOI: 10.31857/S0555109922060058

Биологическое действие лекарства зависит от
его фармакологических свойств, которые обу-
словлены взаимодействием между лекарством и
рецепторами в месте действия медикамента. Для
повышения эффективности взаимодействия ле-
карства и мишени в медицине и фармакологии
все большую актуальность приобретает использо-
вание методов направленного транспорта лекар-
ственных средств (ЛС), обеспечивающих их адрес-
ную доставку в таргетные органы, ткани и клетки, в
частности, за счет модификации поверхности но-
сителя различными векторами. Направленный
транспорт позволяет увеличить концентрацию
доставляемых средств в определенном месте и
блокировать или сильно ограничить их накопле-
ние в здоровых органах и тканях. По существу,
полимерные транспортные средства позволяют
доставить лекарства в течение короткого временно-
го промежутка к локальному участку действия. Та-
кие транспортные средства разработаны для того,
чтобы увеличить не только безопасность и эф-
фективность препарата, но и улучшить его совме-
стимость с организмом пациента. Важным является
достижение желаемого терапевтического воздей-

ствия при минимальных побочных эффектах. На-
правленный транспорт позволяет не только повы-
сить продолжительность и эффективность действия
лекарства, но и значительно снизить его побоч-
ные эффекты [1–5]. Основные преимущества си-
стемы адресной доставки ЛС представлены на
рис. 1 [6]. Современное состояние получения и
использования разнообразных средств направлен-
ного транспорта представлено в обзорах [7–11].

Системы доставки лекарств на основе микро- и
наночастиц подразделяются на следующие классы:

– микросферы, представляющие собой части-
цы размером 1–100 мкм;

– наночастицы, представляющие собой кол-
лоидные частицы с размером от 10 до 1000 нм;

– стеклоподобные сахарные матрицы;
– липосомы;
– клеточные частицы, такие как эритроциты,

лейкоциты и тромбоциты [12].
Полимерные наночастицы являются идеаль-

ными кандидатами для доставки ЛС, поскольку
они биоразлагаемы, растворимы в воде, биосов-

УДК 579.6
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местимы и стабильны при хранении [13]. Поверх-
ности полимерных наночастиц можно легко мо-
дифицировать для дополнительного нацеливания и
доставки не только ЛС, но и белков и генетиче-
ского материала к целевым органам и тканям [14].
Благодаря указанным качествам полимерные нано-
частицы являются перспективными для примене-
ния в онкологической медицине, генной терапии и
диагностике [15, 16]. К недостаткам полимерных
наночастиц можно отнести повышенный риск
агрегации частиц и проявление токсичности [17].

Наиболее распространенными формами поли-
мерных наночастиц являются нанокапсулы (поло-
сти, окруженные полимерной мембраной или обо-
лочкой) и наносферы (системы твердых матриц)
[18]. Наноносители для доставки ЛС подразделяют-
ся на такие формы, как липосомы, полимерные на-
ночастицы, мицеллы и дендримеры, общая кон-
струкция которых представлена на рис. 2 [19].

Среди наночастиц, применяемых для транс-
портной системы доставки, определенные преиму-
щества имеют полимерные мицеллы, поскольку в
их состав входят амфифильные полимеры, которые
самоорганизуются в водной среде. Эти амфи-
фильные полимеры построены с использованием
различных полимерных блоков. Таким образом,
полимерные мицеллы представляют собой нано-
размерные структуры ядро/оболочка, образован-
ные амфифильными блок-сополимерами. Блоки
могут быть адаптированы в зависимости от требова-
ний оптимального гидрофобного/липофильного
баланса, размера, способности загружать лекар-
ство, способности мицеллообразования и стабиль-
ности в большом круге кровообращения. Нанораз-
мер мицелл позволяет более эффективно выходить
через сосудистую сеть по сравнению с другими си-
стемами доставки лекарств. Гидрофильное поли-
мерное покрытие позволяет оставаться нераспо-
знанными ретикулоэндотелиальной системой [20].

Рис. 1. Основные преимущества адресной системы доставки ЛС.
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Рис. 2. Общая конструкция наноносителей для доставки ЛС в форме липосомы, полимерных наночастиц, мицелл и
дендримеров [19].
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Нанопрепараты на основе мицелл можно рас-
сматривать как систему с уникальными характери-
стиками по сравнению с другими наноносителями,
обладающую меньшими размерами, обеспечива-
ющую пассивное нацеливание на органы мишени
(даже плохо проницаемые) [21] и более эффек-
тивную интернализацию клетками [22], хорошие
солюбилизирующие свойства гидрофобных соеди-
нений, ассимилированных в липофильном ядре, и
увеличенное время циркуляции в крови, обеспе-
чиваемое гидрофильной короной [23, 24].

Целью настоящей работы является демонстра-
ция основных этапов приготовления полимер-
ных мицелл, характеристики и возможности их
применения в качестве носителя при адресной
доставке ЛС.

Адресная доставка лекарственного препарата.
Адресная доставка ЛС приводит к преимуще-
ственным накоплениям препарата в целевой зо-
не, которая не зависит от способа и пути введения
препарата. С другой стороны, таргетная терапия
или таргетная медицина означает специфическое
взаимодействие между ЛС и его рецептором на
молекулярном уровне. Эффективные целевые си-
стемы доставки лекарств подразумевают четыре
основных требования:

– сохранение терапевтической дозы,
– отсутствие предварительной деградации

препарата,
– направленность к мишени,
– высвобождение инкапсулированного препа-

рата.
В настоящее время доступны три контролиру-

емых технологии высвобождения [25–28]:
– периодическое высвобождение, при котором

постоянное количество препарата выделяется с
постоянным интервалом времени,

– высвобождение по принципу обратной свя-
зи, при котором препарат высвобождается по ко-
манде от физического сигнала,

– непрерывное высвобождение – лекарство
высвобождается с постоянной скоростью.

Способы высвобождения ЛС из полимера под-
разделяются на физические и химические. При
физическом способе высвобождение контроли-
руется диффузией ЛС/растворителя или проник-
новения ЛС через мембрану [29]. ЛС помещается
в контейнер со стенкой-мембраной. Скорость
выделения ЛС из диффузионно-контролируемых
систем зависит от физических свойств и размера
молекул ЛС, а также от уровня нагрузки, площади
поверхности мембраны и длины пути диффузии.

Химический способ заключается в гидролити-
ческом или ферментативном расщеплении ос-
новной цепи или отщеплении боковой цепи био-
разлагаемого полимера.

Высвобождение ЛС из системы доставки кон-
тролируется за счет диффузии. Функционализация
поверхности системы доставки и выбор правильно-
го материала для мембраны играют решающую роль
в кинетике высвобождения ЛС. Материал карка-
са/мембраны с контролируемым высвобождением
должен быть неиммуногенным, нетоксичным и
биосовместимым, иметь пониженную прочность на
растяжение, удерживать необходимое количество
лекарственного средства и, что наиболее важно,
материал должен обеспечивать контролируемое
высвобождение препарата. Как правило, состав
наночастиц с конкретным лекарственным сред-
ством загружают в пространство резервуара, а затем
поверхность резервуара покрывают мембраной с
программируемой скоростью, которая может быть
дополнительно спроектирована для управления по-
ведением высвобождения лекарственного средства.

Высвобождение ЛС из системы адресной до-
ставки может модулироваться внешними или
внутренними раздражителями. Это связано с тем,
что разные органы имеют разную биологическую
среду с характерными физическими, химически-
ми, электрическими и биохимическими парамет-
рами. Например, разные органы/части тела имеют
разный рН, например, кровь (рН 7.4), опухолевые
ткани (рН 6.5–7.2), лизосомы (рН 4.5–5.0), желу-
дочно-кишечный тракт (рН 6.2–7.9), поэтому
pH-чувствительный носитель ЛС высвобождает
лекарство только в той области, на которую оно
направлено. Таким образом, рН становится внут-
ренним стимулом для адресной доставки терапев-
тических агентов [30–32]. Особенно этот стимул
важен для опухолевых тканей из-за эффекта Вар-
бурга (активный аэробный гликолиз в клетках
быстро растущих злокачественных опухолей),
обуславливающего дисбаланс внутриклеточного
рН раковых клеток [33, 34].

Восстановленная среда цитозоля клеток ста-
новится стимулом для редокс-чувствительных
систем доставки ЛС к высвобождению активных
агентов только в цитозоле, но не в жидкостях орга-
низма [35]. Опухолевая ткань страдает от гипоксии
из-за нарушения метаболизма, поэтому нечув-
ствительный к гипоксии носитель ЛС будет от-
личной моделью для его доставки [36].

Магнитные наночастицы, загруженные тера-
певтическими агентами, могут направляться с
помощью внешнего магнитного поля к опреде-
ленному органу и стимулировать высвобождение
ЛС только в определенном месте. Данное обстоя-
тельство является идеальным примером внешне
контролируемой/модулируемой адресной систе-
мы доставки ЛС [37].

Разрабатываются наноразмерные системы,
которые способны контролировать биораспределе-
ние ЛС в ответ на определенные сигналы, как экзо-
генные (вариации температуры, магнитного поля,
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интенсивности ультразвука, световые или элек-
трические импульсы), так и эндогенные (изменения
рН, концентрации ферментов или окислительно-
восстановительные градиенты) [38, 39].

Недавние достижения в области микропроиз-
водства дали возможность разработать современ-
ные системы с контролируемым высвобождени-
ем для доставки лекарств. Наиболее популярны
два типа устройств доставки: микрорезервуары и
микро/нанофлюидные устройства [40]. Большие
перспективы возлагаются на контролируемые си-
стемы доставки лекарств на основе чипов [41] и
полимерных мицелл [42].

Полимерные мицеллы-носители в системах до-
ставки. Полимерные мицеллы представляют собой
наноразмерные коллоидные частицы с гидрофоб-
ной внутренней частью (ядром) и гидрофильной
поверхностью (оболочкой). Лекарства и кон-
трастные вещества могут быть либо встроены в
липидное ядро мицеллы, либо ковалентно связы-
ваться с ее поверхностью [43]. Важнейшее пре-
имущество полимерных мицелл – это их способ-
ность растворять в своем ядре малорастворимые в
воде или гидрофобные лекарственные средства,
повышая тем самым их биодоступность. В зави-
симости от типа межмолекулярных сил, вызыва-
ющих образование мицелл, мицеллы блок-сополи-
меров можно разделить на несколько категорий,
включая гидрофобно собранные амфифильные
мицеллы, мицеллы полиионного комплекса и
мицеллы, возникающие в результате комплексо-
образования металлов. Общий вид мицеллярного
носителя с ЛС представлен на рис. 3 [44]. Мицел-

лы имеют преимущества в качестве наноносите-
лей для доставки лекарств и лечения благодаря их
физико-химическим свойствам, способности за-
гружать и высвобождать ЛС, простым методам
приготовления, биосовместимости и направляемо-
сти на опухоль [45, 46]. В обзоре [47], посвященном
сравнительным экспериментальным данным о
биосовместимости различных наноносителей для
доставки лекарств, отмечается низкая токсич-
ность и высокая биоразлагаемость полимерных
мицелл.

Из-за присутствия в молекулярных цепях ми-
целл с различными функциональными группами,
такими как гидроксильные, карбоксильные и
аминогруппы, эти сополимеры могут быть легко
химически изменены и модифицированы боко-
выми цепями. Включение гидрофобных ЛС в ми-
целлярное ядро может дополнительно повысить
стабильность мицелл. Это важная особенность
для инъекционных биомедицинских примене-
ний.

Среди всех существующих систем доставки ЛС
полимерные мицеллы представляют интерес в
связи с тем, что гидрофобное лекарство, загру-
женное в ядро мицелл, защищено внешней гид-
рофильной короной, которая дополнительно
препятствует удалению мицелл мононуклеарной
фагоцитарной системой. Структурные особенно-
сти полимерных мицелл (гидрофильная оболочка)
помогают избежать как неожиданной потери ле-
карства из компонентов сыворотки, так и предот-
вращения опсонизации системой комплемента,
которая обычно приводит к быстрому выведению

Рис. 3. Общий вид носителя с ЛС. Структура, состоящая из основного материала, содержит как гидрофобные, так и
гидрофильные участки [44].
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лекарств из большого круга кровообращения
[48, 49]. Данное обстоятельство повышает ста-
бильность активного вещества и продлевает вре-
мя его циркуляции in vivo.

Термодинамически движущей силой мицел-
лообразования являются гидрофобные взаимо-
действия: углеводородная часть дифильной моле-
кулы выталкивается из водной среды, чтобы избе-
жать, насколько это возможно, контакта с водой.
Вследствие этого образуются мицеллы, ядро ко-
торых состоит из жидкого углеводорода (плотно
упакованных углеводородных цепей), а внешняя
часть – из полярной группы.

Важным фактором доставки ЛС является от-
носительная термодинамическая (возможность
разборки) и кинетическая (скорость разборки)
стабильность вещества.

Относительно небольшой размер мицелл по
сравнению с другими наноносителями [50] позво-
ляет им пассивно накапливаться в неоваскуляризо-
ванных или плохо васкуляризованных опухолях,
что может привести к снижению системной ток-
сичности [51, 52].

Получение полимерных мицелл. Термин “ми-
целла” был впервые введен канадским химиком
Дж.У. МакБейном 1913 г., и на сегодняшней день
большинство сообщений в литературе касается
образования мицелл в растворах поверхностно-
активного материала. Согласно современным
представлениям, мицеллы представляют собой
агрегаты длинноцепочечных амфифильных моле-
кул или ионов поверхностно-активных веществ,
спонтанно возникающих в их растворах при
определенной концентрации. Последнее свойство
существенно зависит от природы полярной группы
и, особенно, от длины молекулярной цепи [53].

В последние десятилетия полимерные мицел-
лы исследуются для использования в нанотехно-
логиях, биотехнологиях, биомедицинской инже-
нерии и экологических технологиях [54–56]. В
биомедицине, особенно при обнаружении и ле-
чении рака, мицеллярные системы на основе по-
лимеров широко изучаются благодаря их успеху в
клинических испытаниях. В 1984 г. полимерные
мицеллы были впервые использованы для до-
ставки противораковых молекул [57].

Упоминание в публикациях такого понятия
как мицеллярные наночастицы, начинается с се-
редины 1990-х гг. [58], особенно в трансдермаль-
ной терапии [59]. В работе [60] авторы показали,
что инсулин в сочетании со смешанными мицел-
лами полностью всасывается у собак, однако, его
биодоступность оказалась намного ниже, чем в
аналогичных исследованиях на крысах. В работе
[61] показано, что скорость высвобождения инсу-
лина из мицелл можно контролировать путем из-
менения концентрации глюкозы. Отметим, что
простое объединение в препарате ЛС и мицеллы

может в некоторых случаях обеспечить самопро-
извольное формирование структур, замедленно
высвобождающих лекарственное средство в орга-
низме. Так, спонтанно образующаяся in situ ми-
целлярная система с программируемым высво-
бождением химиотерапевтических препаратов,
была предложена для терапии анапластического
рака щитовидной железы [62].

Мицеллярные наночастицы обладают боль-
шей нагрузочной способностью и превосходной
стабильностью, их использование считается бо-
лее безопасным для парентерального введения,
поэтому ведутся исследования по оптимизации
их приготовления и применению в медицине и
ветеринарии.

Основные принципы приготовления полимерных
мицелл. Лекарства могут быть инкапсулированы в
зависимости от метода, используемого для приго-
товления, и от физико-химических характери-
стик лекарства. Самый простой метод приготов-
ления – прямое растворение; другие методы – диа-
лиз, испарение эмульсии с растворителем (или
сорастворителем) и заливка раствора с последую-
щей гидратацией пленки. Выбор метода приготов-
ления полимерных мицелл зависит как от характе-
ристик полимера, так и от лекарственного средства.
Подробности получения мицелл можно найти в об-
зорах [63, 64]. Учитывая, что свойства мицелл, та-
кие как полярность и степень гидратации, неод-
нородны внутри носителя, лекарство может раз-
мещаться в разных местах, близко к поверхности
или во внутреннем ядре, в зависимости от его
свойств. В большинстве случаев, гидрофобные
препараты загружаются и размещаются во внут-
реннем ядре. В определенных случаях, лекарство
также может быть ковалентно связано с полиме-
ром (конъюгат полимер-ЛС).

При создании мицелл в качестве полимеров
используют амфифильные диблок-сополимеры,
например полистирол и полиэтиленгликоль (ПЭГ),
триблок-сополимеры, (например полоксамеры),
G-хитозан, полиэтиленгликоль, сополимеры поли
(ε-капролактон)-g-полиэтиленимин) и др. [46].

Гидрофильная часть обычно состоит из ПЭГ,
но также используются другие полимеры, такие
как поливинилпирролидон, полиакрилоилморфо-
лин или поли триметиленкарбонат; гидрофобный
сегмент может состоять из полипропиленоксида
или сложных полиэфиров, таких как поли-ε-ка-
пролактон, или полимеров и сополимеров глико-
левой и молочной кислот, а также поли -L-ами-
нокислот [46].

Большая часть клинически одобренных поли-
мерных мицеллярных лекарств применяются при
терапии рака. Также имеются сообщения о мно-
гочисленных исследованиях на доклинических
моделях животных, с использованием низкомо-
лекулярных препаратов в полимерных мицеллах
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амфифильных блок-сополимеров, например, ле-
чения аутоиммунных и сердечнососудистых забо-
леваний, деменции, микробных инфекций, глазных
и кожных болезней, легочной артериальной ги-
пертензии, травм спинного мозга и заживления
ран [65].

Неоднократно показано, что полимерные ми-
целлы значительно улучшают растворимость и ста-
бильность ЛС, улучшают его биодоступность в це-
левом участке, повышают специфическую фарма-
кологическую активность лекарства и уменьшают
токсичность и нежелательные побочные эффек-
ты лечения. Отмечается биоэквивалентность ми-
целлярных форм клинически одобренным фор-
мам лекарства [66].

Устойчивость полимерных мицелл. Количество
ЛС, загруженного в мицеллы, может влиять на
стабильность, морфологию и размер мицелл в
водном растворе. Сложная взаимозависимость
блочной структуры и длины блоков обеспечивает
легко настраиваемые свойства, с уникальными
способностями к солюбилизации лекарств. Гид-
рофобные взаимодействия между лекарствами и
гидрофобным блоком амфифильных блок-сопо-
лимеров известны как один из основных факто-
ров солюбилизации лекарств в полимерных ми-
целлах. Такие взаимодействия помогают удержи-
вать лекарство в ядре и могут замедлять скорость
высвобождения лекарства во внешний раствор.
Дополнительные молекулярные взаимодействия,
существующие в ядре, такие как водородные свя-
зи, не менее значимы, поскольку они могут уси-
ливать молекулярные взаимодействия между по-
лимером и ЛС в ядре.

Высвобождение лекарства из полимерных ми-
целл может происходить либо за счет диффузии
лекарства из интактных мицелл, либо за счет раз-
борки мицелл. В любом случае, чтобы избежать
неконтролируемого высвобождения лекарства при
введении, мицеллы должны обладать хорошей
термодинамической, а также кинетической ста-
бильностью [67–69]. Было предложено несколько
физико-химических стратегий, позволяющих из-
бежать быстрой дезагрегации системы или стаби-
лизировать инкапсулированное лекарство в ми-
целлярном ядре [70]. Эти стратегии заключаются,
в частности, в подборе длины гидрофобного блока,
а также типа и уровня заместителей, степени аг-
регации блок-сополимеров, соотношения гидро-
фобность/гидрофильность, способа взаимодей-
ствия с ЛС (электростатическое взаимодействие
или ковалентная сшивка).

Другие стратегии повышения устойчивости
мицелл включают функционализацию гидрофоб-
ного блока, сшивание ядра мицеллы или образо-
вание конъюгата между полимером и лекарством,
чтобы высвобождение лекарства происходило
только после разрыва связи [71]. Структурную

стабильность мицелл следует исследовать также в
биорелевантных условиях, поскольку белки плазмы
или внутриклеточных жидкостей могут абсорбиро-
ваться на поверхности мицелл, что приводит к об-
разованию так называемой белковой короны, кото-
рая частично маскирует функциональные группы
внешней оболочки, модифицируя физиологиче-
ский ответ наноносителей [22, 72]. В частности,
было продемонстрировано, что сывороточные
белки играют ключевую роль в стабильности ми-
целл, способствуя их разрушению или агрегации
[73]. Другие источники нестабильности мицелл
были обнаружены после их местного нанесения
на кожные и слизистые ткани [74, 75]. Можно на-
блюдать дезагрегацию мицелл в результате взаи-
модействия со слизью, эпителием, липидами ро-
гового слоя и подкожным жиром, тогда как взаи-
модействие мицелл со слезной жидкостью может
вызвать осаждение лекарства в результате конку-
ренции с растворенными веществами, присут-
ствующими в слезной пленке.

Использование гидрофильных блоков, обладаю-
щих “противообрастающими” свойствами, умень-
шает связывание компонентов сыворотки (белков
сыворотки и системы комплемента) и защищает
инкапсулированное лекарство, что позволяет из-
бежать неожиданной потери груза во время си-
стемного кровообращения. Поэтому полимерные
мицеллы должны быть сконструированы таким
образом, чтобы минимизировать подобные взаи-
модействия. В противном случае, полимерные
мицеллы могут быть легко выведены из организ-
ма за счет адсорбции белков плазмы и/или акти-
вации комплемента, что приводит к удалению
всей мицеллы вместе с ЛС внутри ее ядра ретикуло-
эндотелиальной системой [76]. Чтобы избежать не-
запланированного выведения ЛС из мицелл, в
структуру блок-сополимеров вводят несколько гид-
рофильных блоков [77]. Функциональные воз-
можности гидрофильных оболочек тщательно
изучены и установлено, что физико-химические
свойства гидрофильных полимеров (молекулярная
масса и поверхностная плотность) тесно связаны
со стабильностью, временем системной циркуля-
ции и биораспределением полимерных мицелл
in vivo [78].

Фармакокинетика мицеллярных препаратов.
Целью исследования фармакокинетики мицелляр-
ных препаратов является количественная характе-
ристика процессов его всасывания, распределения
и элиминации (метаболизм и экскреция). Фарма-
кокинетические данные необходимы для уста-
новления зависимости “концентрация/эффект”,
которая характеризуется меньшими видовыми
различиями, чем зависимость “доза/эффект”, и
поэтому может быть использована для прогнози-
рования действия фармакологического средства у
человека. Отметим, что направленный транспорт
позволяет повысить продолжительность и эф-
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фективность действия лекарства, снизить побоч-
ные эффекты. По результатам эксперименталь-
ного анализа фармакокинетики мицеллярных
препаратов возможно предсказать концентрацию
препарата в крови (плазме) или, по меньшей мере,
скорость ее снижения у человека. Данная инфор-
мация помогает выбрать ориентировочную схему
дозирования с возможностью уточнения в ходе по-
следующих клинических исследований [79, 80].

Фармакокинетическое поведение блок-сопо-
лимерных мицеллярных лекарственных препара-
тов может сильно отличаться от такового дей-
ствующего вещества, вводимого без носителя,
что способно существенно влиять на эффектив-
ность и безопасность, поэтому важны характери-
стики препаратов in vivo. Поскольку такие физи-
ко-химические параметры, как размер, поверх-
ностный заряд и морфология, способны влиять
на распределение блок-сополимерного мицел-
лярного лекарственного препарата, необходимо
исследовать влияние вариабельности этих пара-
метров на распределение мицеллярного лекар-
ственного препарата. Также необходимо оценить
следующие специфичные для блок-сополимерной
мицеллы фармакокинетические параметры как
для общего, так и для свободного действующего
вещества в крови, плазме или сыворотке: макси-
мальная концентрация (Cmax), период полувыведе-
ния (t1/2), площадь под фармакокинетической кри-
вой [79, 80].

Лекарственные препараты и контрастные
агенты могут либо помещаться в липидное ядро
мицеллы, либо ковалентно связываться с ее по-
верхностью. Мицеллы имеют несколько меньшие
размеры (5–100 нм, обычно ~50 нм) чем липосо-
мы. Была показана корреляция между размером
мицелл и их клеточной интернализацией in vitro и
проникновением в опухоль in vivo [81]. Установ-
лено, что мицеллы размером 40 нм демонстриро-
вали наиболее эффективное поглощение опухо-
левыми клетками. Для обеспечения продолжи-
тельной циркуляции мицелл в кровотоке, были

предложены различные модификации их оболоч-
ки, делающие их термодинамически стабильны-
ми и биосовместимыми [82].

Отметим, что форма мицеллярных наночастиц
значительно влияет на биоциркуляцию, биораспре-
деление, клеточное поглощение и общую эффек-
тивность ЛС. Показано, что несферические формы
имеют большие перспективы в качестве векторов
доставки лекарств. Основные морфологические ти-
пы мицеллярных носителей с ЛС представлены
на рис. 4 [52]. Нитевидные или червеобразные
мицеллы вместе с другими редкими морфологиями,
такими как иглы или диски, могут стать нормой
для носителей лекарств следующего поколения. В
настоящее время традиционные сферические ми-
целлы остаются доминирующей формой наноно-
сителей, описанных в литературе [83].

Кинетика высвобождения лекарств из поли-
мерных мицелл сильно зависит от многих факто-
ров, включая размер мицелл, длину, кристаллич-
ность и полярность гидрофобного блока, а также
совместимость между ядром мицеллы и молеку-
лами лекарства. На рис. 5 представлены способы
взаимодействия полимерных мицелл с клеточными
мембранами и высвобождения ЛС из полимер-
ных матриц.

Чем больше размер мицелл, тем медленнее
происходит высвобождение препарата [84]. Так, бо-
лее длинные гидрофобные блоки, характеризуются
низкой скоростью высвобождения лекарственного
средства. Более длинный основной блок также
будет иметь более высокий переход в стеклооб-
разное состояние [85], чем ближе к комнатной
температуре, тем выше вязкость среды, поэтому
высвобождение препарата происходит медлен-
нее. Наконец, больший диаметр ядра может при-
вести к высокой кристалличности ядра, по сравне-
нию с ядром меньшего диаметра, а более высокая
кристалличность замедлит высвобождение пре-
парата [86]. Мицеллы с длинными гидрофобными
блоками показали более низкую скорость высво-
бождения ЛС, по сравнению с мицеллами с ко-

Рис. 4. Основные морфологические типы мицеллярных носителей с ЛС [52].

ВезикулыПалочковидные
мицеллы

Сферические мицеллы



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 6  2022

ПОЛИМЕРНЫЕ МИЦЕЛЛЫ ДЛЯ АДРЕСНОЙ ДОСТАВКИ 585

роткими гидрофобными блоками [87–89]. Обна-
ружено, что скорость высвобождения лекарства из
мицелл, уменьшалась с увеличением соотноше-
ния лекарственное средство/полимер при посто-
янной концентрации сополимера [90].

Высвобождение лекарства зависит от того, где
расположены молекулы лекарства [91]. Если ЛС
располагается преимущественно в короне, то
длина ядра образующего блока, размер мицеллы
и молекулярный объем лекарственного средства
менее важны для определения скорости высво-
бождения, как, например, показано в работе [92]
при высвобождении дауномицина.

С другой стороны, количество ЛС, загружен-
ного в ядро мицеллы, является определяющим
фактором для скорости его высвобождения, и чем
выше концентрация ЛС, тем медленнее скорость
высвобождения [87]. Кристалличность лекарства
замедляет высвобождение, так как высвобожде-
ние из частиц возможно только после того, как
лекарство кристаллизуется и растворится [93].

При сравнительном исследовании биодина-
мических показателей в эритроцитах барана и
плазмы крови овец водной формы диминазена и
диминазена, заключенного в водно-дисперсные
мицеллы, показано, что поверхностно-активные
вещества улучшают внутриклеточное проникно-
вение диминазена за счет взаимодействия с кле-
точной мембраной [94, 95].

Биодоступность и фармакокинетические пара-
метры тилмикозина (полусинтетического противо-
микробного средства) изучены на цыплятах-брой-
лерах, путем перорального введения с использова-
нием ряда различных мицеллярных наночастиц,
таких как, твердые липидные наночастицы, нано-
структурированные липидные носители и нано-
капсулы с липидным ядром. Авторами [96] показа-
но, что тилмикозин с липидными наночастицами,
улучшал биодоступность и фармакокинетиче-
ские параметры препарата при использовании у
цыплят-бройлеров. Группа исследователей [97]
описали важность применения различных нано-
частиц в качестве антимикробных агентов в вете-
ринарии.

Несмотря на проведенные исследования, до
сих пор нет четкой картины того, как мицеллы
высвобождают лекарство: молекулы лекарствен-
ного средства свободно диффундируют из ядра
интактной мицеллы или после разрыва мицеллы.
Некоторые исследователи сообщают о двухфаз-
ном профиле высвобождения [86, 98]. Проведены
исследования по анализу высвобождения ЛС in vitro
в среде, имитирующей физиологические условия, в
изотоническом буферном растворе (с рН 7.4 при
37°C) [84, 87] в присутствии липазы или белков
[85]. Рациональная устойчивость мицелл, их сов-
местимость с основным ЛС и молярный объем
ЛС, а также физиологические условия являются

Рис. 5. Способы взаимодействия полимерных мицелл с клеточными мембранами: высвобождение ЛС из полимерных
матриц вне клеток и проникновение его в цитозоль (а); высвобождение ЛС из полимерных матриц на поверхности
клеточной мембраны (б); проникновение полимерных мицелл в цитозоль клеток в интактной форме (в).

(а) (б) (в)
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решающими факторами, влияющими на кинети-
ку высвобождения ЛС из полимерной мицеллы.

Тем не менее, механические силы, действую-
щие на полимерные мицеллы в венах и в мелких
капиллярах, могут также оказывать сильное вли-
яние на скорость высвобождения лекарства. До
настоящего времени не проводилось исследова-
ний по изучению этого вопроса, что крайне необ-
ходимо для более точного определения скоростей
высвобождения лекарств и оптимизации получе-
ния лекарственных форм. Фактически при оцен-
ке освобождения ЛС из полимерной мицеллы не-
обходимо учитываться еще один фактор: высво-
бождение ЛС в потоке, что поможет добиться
понимания реальной кинетики высвобождения
лекарств [52].

Перспективы применения мицелл в терапии. По-
лимерные мицеллы представляют интерес в
первую очередь, как переносчики гидрофобных
лекарственных препаратов. Полимерная мицел-
лярная основа впервые была использована для
противораковых препаратов проф. Казунори Ка-
таока в конце 1980 гг. или начале 1990 гг. для уве-
личения накопления лекарств в опухолевых тка-
нях [82]. Размер мицелл можно регулировать в
диапазоне диаметров 20–100 нм, чтобы гаранти-
ровать, что мицеллы не проходят через нормаль-
ные стенки сосудов, что позволяет ожидать сни-
жения частоты побочных эффектов препаратов
[99].

Большинство полимерных мицелл разработаны
для доставки гидрофобных противораковых препа-
ратов, в которые часто приходится вводить по-
верхностно-активные вещества и органические
растворители. При системном введении такие
низкомолекулярные противоопухолевые агенты
распределяются по всему организму, снижая эф-
фективную дозу в тканях-мишенях и вызывая ин-
токсикацию. Быстрый клиренс противоопухолевых
лекарств из организма приводит к повторным вве-
дениям в поддерживающей эффективной кон-
центрации препарата в опухолях, что может еще
больше усиливать хроническую токсичность и
даже приводить к приобретенной устойчивости к
лекарству. Таким образом, полимерные мицеллы
значительно выгоднее для стабилизации гидро-
фобных лекарств, что защищает эти агенты внутри
ядра от внешней среды, стабильно циркулируя в
кровотоке и избирательно накапливаясь в солид-
ных опухолях, где они могут высвобождать загру-
женные ЛС в запрограммированном порядке [82].

Например, пероральный прием природного
витамина Е, заключенного в мицеллы у скаковых
лошадей, эффективно увеличивал концентрацию
α-токоферола в плазме крови по сравнению с не-
мицеллярным использованием витамина [100].
Другое исследование, проведенное теми же авто-
рами у взрослых поросят и поросят-отъемышей,

показало, что пероральное введение свиномат-
кам и поросятам мицеллизированного природно-
го витамина E изменяет профиль жирных кислот
в тканях поросят и улучшает их окислительный
статус по сравнению с немицеллярным препара-
том [101]. В работе [102] описана возможность
применения мицелл для пероральной доставки
витамина В12.

Полимерные мицеллы можно сконструиро-
вать так, чтобы они реагировали на определенные
сигналы для высвобождения своего груза. Такие
сигналы могут эндогенно присутствовать в орга-
низме и усиливаться в пораженных тканях. На-
пример, микроокружение опухолей представляет
собой уникальные стимулы по сравнению со здо-
ровыми тканями для избирательной активации
мицеллы, включая кислые рН между 6.5 и 7.2 за
счет аэробного гликолиза и производства лактата
и измененного окислительно-восстановительно-
го потенциала. Более того, эндосомальный/лизо-
сомальный рН (рН 6.5–4.5), ферменты, АТФ,
внутриклеточные активные формы кислорода и
окислительно-восстановительный потенциал, мо-
гут дополнительно использоваться для контроля
действия мицелл внутри клеток [82].

Описана перспективность терапевтического
потенциала мицелл, нагруженных олигонуклео-
тидами, особенно для терапии рака на основе
РНК-интерференции [103]. Авторы [104] разра-
ботали систему доставки олигонуклеотидов с ис-
пользованием рН-чувствительных полимерных
мицеллоподобных наночастиц и показали, что
данная система эффективно доставляет в клетки
олигонуклеотиды различной длины (20–100 п.н.)
и обладает значительным потенциалом для лече-
ния рака.

Кроме упомянутых выше, исследователями
разрабатываются мицеллярные формы для ряда
противоопухолевых и противоинфекционных пре-
паратов, гормонов и т.д. Некоторые ЛС, предло-
женные для создания мицеллярных форм, пред-
ставлены в табл. 1.

Кроме того, разрабатываются мицеллярные фор-
мы препаратов для малых органических молекул,
siРНК, аптамеров, пептидов, углеводов и антител
[122].

В последние несколько десятилетий, поли-
мерные мицеллы стали одной из самых перспек-
тивных систем нанодоставки для лечения рака.
Несмотря на разногласия, между учеными относи-
тельно степени накопления нанолекарств в опухо-
ли [123], важно отметить, что несколько клиниче-
ски успешных препаратов, таких как доксил (Doxil,
Johnson & Johnson, США), абраксан (Abraxane,
Celgene Corporation, США), генексол (Genexol,
Samyang, Корея), паксел (Paccal, Oasmia Pharma-
ceutical, Швеция) применяются для терапии рака,
эффективно доставляя достаточное количество
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активных препаратов в опухолевые ткани-мише-
ни [104, 124, 125].

Помимо первичного пассивного таргетинга
наблюдается явный сдвиг в сторону использования
мицелл, которые можно модифицировать для ак-
тивного нацеливания, контролируемой доставки
терапевтических агентов в зависимости от уни-
кальности опухоли, микросреды около опухоли,
внешней среды, а также сочетание более чем од-
ного типа терапевтической полезной нагрузки.

Тем не менее, нельзя забывать о безопасности
разрабатываемых новых концепций, поскольку
имеются данные, связанные не только с их ток-
сичностью [126], но и способностью вызывать
нейроэндокринные нарушения [127].

Несмотря на то, что способность молекул по-
верхностно-активных веществ в растворе образо-
вывать мицеллы известна уже более ста лет [128],
активное использование мицелл для адресной до-
ставки ЛС началось с конца прошлого века. По-
лимерные мицеллы, используемые для доставки ле-
карств, продемонстрировали способность ослаб-

лять токсичность, улучшать доставку к целевым
органам и тканям и улучшать терапевтическую
эффективность активных фармацевтических ин-
гредиентов [129].

Таким образом, среди наночастиц, применяе-
мых в фармацевтике, определенные преимуще-
ства имеют полимерные мицеллы, поскольку в их
состав входят амфифильные полимеры, которые
самоорганизуются в водной среде. Мицеллы ха-
рактеризуются простым приготовлением и высо-
кой возможностью масштабирования, по сравне-
нию с другими наноноситемами, такими как по-
лимерные наночастицы и липосомы, требующие
более сложных, длительных и дорогостоящих
производственных процедур [22, 24]. Однако по-
лимерные мицеллы все еще нуждаются в тща-
тельном изучении на животных моделях перед
тем, как могут быть рекомендованы для лечения
человека.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного Фонда проект № 19-14-
00077-II.

Таблица 1. Лекарственные средства, разрабатываемые для создания мицелярных форм препаратов

Группа препаратов Наименование активного вещества Литературный 
источник

Противораковые Доксорубицин (Doxorubicin)  [19]

Камптотецин (Camptothecin) и Карбоплатин (Carboplatin) [43]

Паклитаксел (Paclitaxel)  [105, 106]

Доцетаксел (Docetaxel) [107]

Цисплатин (Cisplatin)  [108]

Метотрексат (Methotrexate)  [109]

Этаселен (Ethaselen)  [110]

5-фторурацил (5-fluorouracil)  [111]

Индисулам (Indisulam)  [112]

Дисульфирам (Disulfiram)  [113]

Амифостин (Amifostine)  [114]

Циклоспорин (Cyclosporine)  [115]

Гемцитабин (Gemcitabine)  [116]

Гормоны Эстрадиол (Estradiol) [107]

Дексаметазон (Dexamethasone)  [117]

Противовирусные, 
антибактериальные,
противогрибковые, 
противопаразитарные

Адамантан (Adamantane)  [118]

Ципрофлоксацин (Ciprofloxacin)  [119]

Амфотерицин В (Amphotericin B)  [120]

Ивермектин (Ivermectin)  [121]
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To increase the efficiency of interaction between a drug and a target, the method of directed transport of
drugs, which allows increasing the concentration of delivered drugs in a certain place and blocking or severely
limiting their accumulation in healthy organs and tissues, is becoming increasingly important. Micelle-based
nanopreparations can be considered as a system with unique characteristics compared to other nanocarriers,
since the smaller size allows passive targeting of target organs (even poorly permeable ones) and efficient in-
ternalization by cells. Polymer micelles are increasingly being used to create drug delivery systems. The paper
presents a brief overview of the production of polymer micelles, the release of the drug and the possibility of
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Получен мономерный сенсор на эффекторную каспазу-3 TagRFP-23-Ultramarine (TR-23-U). Рас-
считаны интегралы перекрывания новых пар красного флуоресцентного белка TagRFP с четырьмя
хромобелками. Методами гель-фильтрации и динамического рассеяния света подтверждено моно-
мерное состояние белка Ultramarine и сенсора TR-23-U. Инкубация с каспазой-3 показала возмож-
ность применения нового белка слияния в качестве FRET-сенсора для детекции апоптоза.
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Детекция процессов, происходящих в орга-
низме и отдельной клетке играет ключевую роль в
создании лекарств и терапии различных заболева-
ний [1]. Целью многих лекарственных препаратов
является инициация апоптоза. Каспаза-3 хорошо
известна своей ролью в осуществлении специфи-
ческого расщепления многих клеточных белков
при запрограммированной гибели клеток, а также в
регуляции клеточного гомеостаза [2, 3]. Явление
ферстеровского резонансного переноса энергии
внутри пары флуоресцентных белков широко
применяется в FRET-сенсорах для определения
активности каспазы-3, благодаря возможности их
непосредственной экспрессии в живой клетке [4, 5].

Ферстеровский резонансный перенос энергии
(Förster resonance energy transfer, FRET) – это
процесс взаимодействия двух хромофоров, при
котором происходит безызлучательный перенос
энергии возбужденного состояния от донора к
акцептору. При таком переносе происходит сни-
жение интенсивности и уменьшение времени
жизни флуоресценции донора. В случае флуоресци-
рующего акцептора при FRET одновременно про-
исходит возбуждение флуоресценции акцептора.
Наиболее важные параметры, определяющие эф-
фективность резонансного переноса это:

1) степень перекрывания спектров эмиссии
флуоресценции донора и поглощения акцептора;

2) расстояние между хромофорами во FRET-
паре, поскольку эффективность переноса энер-

гии обратно пропорциональна расстоянию в ше-
стой степени [6].

Использование сенсоров, в которых в качестве
донора выступает красный флуоресцентный бе-
лок позволяет работать в области спектра с наи-
меньшим поглощением и автофлуоресценцией
тканей животных [7]. Использование в качестве
акцептора не флуоресцирующих хромобелков ис-
ключает необходимость спектрального разделения
флуоресценции донора и акцептора, что облегчает
детекцию изменения FRET [8, 9]. Использование
таких сенсоров позволит детектировать активность
каспазы 3 не только спектрофотометрически, но и
на основании изменения времени жизни флуо-
ресценции донора. Обнаружение протеолиза яв-
ляется одним из самых важных применений
FRET-сенсоров, поскольку роль различных фер-
ментов в молекулярной онкологии при прогресси-
ровании опухоли находится в стадии тщательного
изучения. Практическим применением таких
сенсоров является скрининг новых противоопу-
холевых препаратов, направленных на актива-
цию апоптоза.

Цель работы – проанализировать эффектив-
ность переноса энергии в новых FRET-парах
красного флуоресцентного белка TagRFP с хро-
мобелками путем расчета интегралов перекрыва-
ния, получить мономерный сенсор TagRFP-23-
хромобелок и показать возможность применения

УДК 577.345+57.037+57.013+57.014

EDN: JUEQWU
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нового белка слияния в качестве FRET-сенсора
для детекции апоптоза.

МЕТОДИКА
Молекулярное клонирование. Последователь-

ности ДНК хромобелков (gfasCP [10], spisCP [10],
anm2CP [11], Ultramarine [12]) были синтезированы
компанией “Synbio Technologies” (Китай) и кло-
нированы в вектор pET29a (NdeI/SalI) (плазмида
любезно предоставлена И.Э. Грановским, Пущин-
ский научный центр биологических исследований
РАН). Конструкция pTR23U-22b была получена на
основе конструкции pTR23K, созданной в работе
[13] (на основе вектора pET-22b, плазмида любез-
но предоставлена И. Э. Грановским): ген акцеп-
торного хромобелка KFP [14] замещен на ген ак-
цепторного белка Ultramarine [12] NcoI/SalI.

Экспрессия в Escherichia coli, выделение и очистка
белков из клеточного лизата. Экспрессию хромо-
белков и биосенсора проводили в клетках E.coli
BL21(DE3). Штамм впервые получен в работе [15]
и был любезно предоставлен Ивашиной Т.В. (Ин-
ститут биохимии и физиологии микроорганизмов
РАН). По окончании экспрессии клетки осаждали
центрифугированием при 5000 g на центрифуге
(Optima XPN-100 Ultracentrifuge, “Beckman
Coulter”, Германия), разрушали с помощью уль-
тразвука и отеляли лизат с целевым белком цен-
трифугированием при 15000 g (Optima XPN-100
Ultracentrifuge, “Beckman Coulter”, Германия).
Очистку хромобелков и биосенсора проводили
хроматографическими методами, как описано
для флуоресцентного белка SAASoti [16]. Для но-
вого биосенсора подобраны время и температура
инкубации клеток E. coli после добавления ин-
дуктора транскрипции изопропил-β-тиогалакто-
зида (ИПТГ): 20 ч при 20°С и 4 ч при 37°С.

Определение олигомерного состояния. Определе-
ние олигомерного состояния проводили методом
гель-фильтрации на носителе Superdex 200 100/20
GL, (“GE Healthcare”, Германия), как описано ра-
нее [17] с использованием метода динамического
рассеяния света (ДРС) на анализаторе молеку-
лярной массы и размера частиц DynaPro Titan
(“Wyatt Technology Corporation”, США) при 25°С
в 20 мМ Tris-HCl150 мМ NaCl, pH 7.4 при лазер-
ном освещении 800 нм в кварцевой кювете 1.5 мм
(“Hellma”, Германия).

Измерение спектральных характеристик. Спек-
тры поглощения хромобелков и биосенсора реги-
стрировали на спектрофотометре Cary 60 (“Agi-
lent”, США) при постоянной температуре 22°С в
кварцевой кювете 3 мм (“Hellma”, Германия) в
буфере 20 мМ Tris-HCl с 150 мМ NaCl, pH 7.4.

Спектры испускания флуоресценции реги-
стрировали на флуоресцентном спектрофотометре
Cary Eclipse (“Varian”, США) при комнатной тем-

пературе в кварцевой кювете диаметром 3 мм
(“Hellma”) в 20 мМ Tris-HCl буфере с 150 мМ NaCl,
pH 7.4.

Определение эффективности гидролиза белка
слияния TR-23-U каспазой-3. Гидролиз сенсора
TR-23-U ферментом каспазой-3 PorcCasp3 WT
(любезно предоставлен И.Э. Грановским) в 20 мМ
HEPES буфере, pH 7.4, с 2 мМ ЭДТА, 0.1%-ным
CHAPS, 5 мМ ДТТ, 1 мг/мл БСА при 37°C в тече-
ние ночи.

Регистрация времени жизни флуоресценции.
Время жизни флуоресценции TagRFP регистри-
ровали с помощью флуоресцентного спектромет-
ра FluoTime 200 (“PicoQuant”, Германия) и ана-
лизировали с помощью программного обеспече-
ния FluoFit 4.2 (“PicoQuant”, Германия).

Определение кинетик фотоактивации флуорес-
ценции. Фотоактивацию флуоресценции реги-
стрировали для растворов белков с оптической
плотностью 0.1 в максимуме поглощения в буфере
20 мМ Tris-HCl (pH 7.4) с 150 мМ NaCl с помощью
установки, собранной из спектрометра Spectr-
Claster (Россия) и источника света Spectra X LED
(“Lumencor”, США) в термостатируемой (25°C)
микрокювете (“Hellma”, Германия), оптический
путь 3 × 3 мм. Возбуждение флуоресценции про-
водилось на длине волны 550 ± 15 нм мощностью
0.5 мВт/см2. Интенсивность флуоресценции ре-
гистрировалась для KFP при длине волны 600 нм
[14], для Ultramarine – при 626 нм [12], anm2CP –
при 597 нм [11], gfasCP и spisCP максимум флуо-
ресценции не определен [10] и в эксперименте их
флуоресценция полностью отсутствовала на дли-
нах волн от 580 до 630 нм.

Расчет интегралов перекрывания и ферстеров-
ских радиусов. Интегралы перекрывания были
рассчитаны с использованием программного
обеспечения a|e – UV-Vis-IR Spectral Software 2.2
(FluorTools, www.fluortools.com) согласно форму-
ле (1).

(1)

Фестеровские радиусы вычислялись по фор-
муле (2):

(2)

где κ2 – коэффициент, описывающий взаимную
ориентацию дипольных моментов переходов до-
нора и акцептора, и равный 2/3 для свободно вра-
щающихся диполей; ϕD – квантовый выход флу-
оресценции донора в отсутствие акцептора (ϕD
(TagRFP) = 0.48); J(λ) – интеграл перекрывания
нормированных спектров флуоресценции донора
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и поглощения акцептора; n – показатель прелом-
ления растворителя (для воды он равен 1.33).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для создания пары “красный флуоресцент-

ный белок–хромобелок” необходимо выбрать
пару с максимальным перекрыванием спектров
эмиссии флуоресценции донора и поглощения
акцептора. В качестве донора был выбран яркий
красный флуоресцентный белок TagRFP [18] (мо-
лекулярная яркость – 48000), который уже
успешно применялся в качестве донора во FRET-
сенсорах [13, 19]. На роль нового нефлуоресцирую-
щего акцептора были отобраны несколько хромо-
белков с высокими значениями коэффициентов
молярного поглощения: Ultramarine [12], anm2CP
[11], gfasCP [10], spisCP [10], спектральные и фи-
зико-химические характеристики которых при-
ведены в табл. 1.

Для выбранных хромобелков были рассчита-
ны значения интегралов перекрывания J(λ) их
спектров поглощения со спектром эмиссии флуо-
ресценции красного белка TagRFP, количественно
демонстрирующие потенциальную эффективность
переноса энергии в этих парах. Также для получен-
ных пар рассчитаны ферстеровские радиусы (R0),
показывающие расстояние, на котором эффек-
тивность переноса энергии будет составлять 50%
(табл. 2).

Все 4 FRET-пары имели высокие значения ин-
тегралов перекрывания и ферстеровских радиу-
сов, что делает их перспективными кандидатами
для создания FRET-сенсоров. Также экспери-
ментально показано, что выбранные хромобелки
не флуоресцируют при возбуждении мощными
световыми потоками на длине волны 530 нм, в от-
личие от ранее применявшегося во FRET-сенсоре с
TagRFP белка KFP (рис. 1) [14]. Таким образом,

еще одним преимуществом новых FRET-пар яв-
ляется отсутствие фоновой флуоресценции ак-
цептора.

Все 4 хромобелка были экспрессированы в
клетках E. coli, очищены, и их олигомерное состо-
яние охарактеризовано методами гель-фильтрации
(ГФ) и динамического рассеяния света (ДРС).
Полученные результаты отличались от данных,
приведенных в литературных источниках: anm2CP
присутствовал в растворе в димерной форме с
примесью тетрамерной фракции, белки gfasCP и
spisCP имели только димерную форму, Ultrama-
rine – мономерную (табл. 3). При очистке хромо-
белков хроматографическими методами было заме-
чено, что их связывание с носителями отличалось

Таблица 1. Спектральные и физико-химические характеристики хромобелков согласно литературным источникам

Хромобелок Олигомерное состояние* λex/λem ε, M–1 см–1

Ultramarine Мономер 586/626 (QY = 0.001) 64000
gfasCP Тетрамер 580/н.о. 205000
anm2CP Мономер 566/н.о. 120000
spisCP Тетрамер 564/н.о. 61000

Таблица 2. Теоретические значения интегралов перекрывания J(λ) и ферстеровских радиусов R0 для пар TagRFP-
хромобелок

Параметр
FRET-пара

TagRFP-Ultramarine TagRFP-gfasCP TagRFP-anm2CP TagRFP-spisCP

J(λ), нм4/M см 4.511 × 1015 1.208 × 1016 6.233 × 1015 2.537 × 1015

R0, Å 59 69 62 53

Рис. 1. Кинетические кривые фотоактивации флуо-
ресценции (усл. ед.) хромобелков при облучении их
светом с длиной волны 530 нм (мощность 0.5 Вт/см2):
1 – Ultramarine, 2 – anm2CP, 3 – gfasCP, 4 – spisCP,
5 – KFP.
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от других GFP-подобных белков: с гидрофобным
носителем связывание слабее, в то время как с
анионообменным сильнее. Поскольку при гель-
фильтрации могут быть слабые ионные и гидро-
фобные взаимодействия, то при определении мо-
лекулярной массы такие данные представляются
менее достоверными, чем результаты, получен-
ные методом ДРС. Однако данные ДРС в доста-
точной степени согласовывались с результатами
гель-фильтрации, указывая на одинаковое олиго-
мерное состояние выделенных хромобелков. От-
личие полученных результатов от литературных
данных может быть связано с различием методов,
использованных для определения олигомерного
состояния и концентраций белковых растворов.
Для gfasCP и spisCP в работе [10] олигомерность
была определена методом электрофореза в полу-
нативных условиях [20]. Для anm2CP использова-
лась гель-фильтрация, однако, отличался носи-
тель.

В первую очередь, был получен FRET-сенсор
на основе мономерных белков TagRFP-23-Ultra-
marine (TR-23-U), в котором 23 обозначает гиб-
кий линкер из 23 аминокислот, содержащий сайт
распознавания каспазы-3 DEVD [13].

Подобраны условия оптимальной экспрессии
и созревания (фолдинга и формирования хромо-
фора) обоих белков в сенсоре. После добавления
индуктора ИПТГ клетки E. coli, экспрессирую-
щие сенсор, инкубировали в среде LB при 20°C в
течение 20 ч для созревания TagRFP, а затем при
37°C в течение 4 ч для созревания Ultramarine.
Сенсор был выделен и очищен последовательно
проведенными гидрофобной и анионообменной
хроматографиями, как описано ранее [16]. На
этапе гидрофобной хроматографии было отмече-
но разделение образца на две фракции (рис. 2а),
при элюировании которых обнаружено, что в
первой фракции отсутствовало поглощение, со-
ответствующее белку Ultramarine (586 нм). На
спектрах поглощения фракций также видно, что у
фракции 2 присутствовало плечо на 586 нм, а у
фракции 1 оно отсутствовало (рис. 2б). Таким об-
разом, метод гидрофобной хроматографии позво-
лил отделить сенсор с созревшим белком Ultra-
marine от его фракций с незрелым.

Методами гель-фильтрации и ДРС показано,
что химерный белок ведет себя в растворе как ди-
мер (ГФ: Vэл = 15.5 мл, Mм =32 кДа, ДРС: R = 2.8 ±
± 0.2 нм, Мм = 37 ± 8 кДа), следовательно оба
белка в сенсоре находятся в мономерном состоя-
нии и сам сенсор можно охарактеризовать как
мономерный.

Свойства нового белка слияния в качестве
FRET-сенсора были подтверждены на основании
измерений времени жизни и интенсивности флу-
оресценции TagRFP до и после инкубации сенсора
с каспазой-3 in vitro. Сенсор инкубировали с кас-
пазой-3 в буфере (20 мМ HEPES, pH 7.4, 2 мМ
ЭДТА, 0.1%-ный CHAPS, 5 мМ дитиотреитол;
1 мг/мл БСА) в течение ночи для измерения макси-
мального динамического диапазона флуоресцент-
ного ответа сенсора при 37°С. После инкубации ин-
тенсивность флуоресценции TagRFP возросла бо-
лее чем в 2 раза (рис. 3), что свидетельствовало об
эффективном гидролизе сенсора каспазой-3.

Для характеристики активности каспазы-3 на
клетках млекопитающих более показательным
параметром является время жизни флуоресцен-
ции донора, поскольку этот параметр не зависит
от концентрации белка. Время жизни TagRFP в
сенсоре TR-23-U описывается биэкспоненциаль-
ной зависимостью (3):

(3)

где I1, I2 – предэкспоненциальные коэффициенты,
характеризующие соотношение фракций сенсора
с τ1 и τ2; τ1 = 2.4 нс соответствует времени жизни
флуоресценции свободного TagRFP, τ2 = 1.1 нс ха-
рактеризует TagRFP в паре с акцептором Ultrama-
rine, поскольку наличие FRET снижает время
жизни [19]; с – фоновый сигнал, включающий
остаточную флуоресценцию.

Наличие долгоживущей компоненты для
TR-23-U может свидетельствовать о наличии
белковой конформации сенсора с минимальным
FRET. Значения параметров, измеренные до и
после инкубации с каспазой-3 представлены в
табл. 4. Соотношение времени жизни свободного
TagRFP и TagRFP-23-Ultramarine, в котором есть
FRET, после ночной инкубации с каспазой-3 из-
менилось более чем в 5.8 раза (табл. 4), а значение

( ) ( )1 1 2 2exp – – exp – ,I I t I t c= τ τ +

Таблица 3. Результаты характеристики олигомерного состояния хромобелков методами ГФ на носителе Superdex
200 и ДРС

Белок Vэл, мл Mм (ГФ), кДа R, нм Mм (ДРС), кДа

Ultramarine 17.35 11 2.2 20
gfasCP 15.04 42 3.4 58
spisCP 15.40 34 3.1 47
anm2CP 15.04 42 4.0 89

12.94 144
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I2 до и после, что соответствует фракции с высо-
ким FRET, уменьшилось в 7 раз.

Таким образом, были экспрессированы и вы-
делены четыре хромобелка: Ultramarine, gfasCP,
anm2CP, spisCP, имеющие высокие значения ин-
тегралов перекрывания и ферстеровских радиу-

сов с красным флуоресцентным белком TagRFP.
Методами ГФ и ДРС показано, что Ultramarine яв-
ляется мономерным белком, gfasCP и spisCP – ди-
мерными, а anm2CP димерным с примесью более
крупных агрегатов. На основе белков TagRFP и
Ultramarine создан FRET-сенсор TagRFP-23-Ul-

Рис. 2. Профили элюирования сенсора TR-23-U при гидрофобной хроматографии (а): 1 – профиль элюирования при
586 нм, 2 – при длине волны 556 нм. Спектры поглощения, соответствующие собранным фракциям (б): I и II.
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Рис. 3. Спектры эмиссии флуоресценции TagRFP (интенсивность флуоресценции, усл. ед.) в сенсоре TR-23-U до и
после инкубации с каспазой-3 в течение ночи: 1 – спектр флуоресценции TagRFP до инкубации с каспазой-3, 2 – по-
сле инкубации.
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Таблица 4. Параметры времени жизни флуоресценции белка TagRFP в сенсоре TR-23-U до и после инкубации с
каспазой-3

Условия I1 τ1, нс I2 τ2, нс I1/I2

До инкубации 17200 2.4 30200 1.1 0.57
После инкубации 14400 2.4 4300 1.1 3.35



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 6  2022

НОВЫЕ FRET-ПАРЫ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ БЕЛКОВ 597

tramarine, содержащий в линкере сайт узнавания
каспазы-3. Показано, что сенсор является моно-
мерным. Также новый сенсор является субстра-
том каспазы-3. После инкубации интенсивность
флуоресценции TagRFP увеличилась более чем в
2 раза, а соотношение времен жизни флуоресцен-
ции свободного и связанного TagRFP изменялось
в 5.8 раз в сторону свободного TagRFP. Возраста-
ние этих двух показателей говорит о нарушении
FRET между TagRFP и Ultramarine, то есть об эф-
фективном расщеплении сенсора каспазой-3, что
позволит применить новый белок слияния TR-
23-U в качестве FRET-сенсора на каспазу-3 для
детекции ранних стадий апоптоза.

Работа выполнена при поддержке Российского
Фонда Фундаментальных Исследований (Грант
№ 19-54-06008 МНТИ_a)
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New Fret-pairs of Fluorescent Proteins for in vitro Caspase Activity Determination

N. K. Marynicha, I. E. Granovskya, b, and A. P. Savitskya, *
a Federal Research Center “Fundamentals of Biotechnology” of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

b Scriabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms RAS, Puschino Moscow region, 142290 Russia

*e-mail: apsavitsky@inbi.ras.ru

In this work, the overlap integrals of new pairs of the red f luorescent protein TagRFP with chromoproteins
were calculated. Monomeric sensor TagRFP-23-Ultramarine (TR-23-U) was obtained. Gel filtration and
dynamic light scattering methods confirmed the monomeric state of the Ultramarine protein and the TR-23-
U sensor. Incubation with caspase-3 showed the possibility of using a new fusion protein as a FRET sensor
for apoptosis detection.

Keywords: f luorescent proteins, chromoproteins, FRET-sensors, apoptosis, caspase-3
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I. РОЛЬ ПЕРВИЧНОЙ СТРУКТУРЫ N-КОНЦЕВОГО ФРАГМЕНТА 

БЕЛКА В ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТИ УРИДИНФОСФОРИЛАЗ
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Методом сайт-направленного мутагенеза сконструированы мутантные гены уридинфосфорилазы
(SoUDP) из Shewanella oneidensis MR-1 и на основе клеток Escherichia coli получены штаммы-проду-
центы соответствующих рекомбинантных (F5I и F5G) белков. Белки очищены и изучены их физи-
ко-химические и ферментативные свойства. Показано, что N-концевой фрагмент уридинфосфори-
лазы выполняет важную роль в термостабилизации фермента в целом. Выявлена роль аминокислот-
ного остатка фенилаланина (F5) в формировании термотолерантности уридинфосфорилаз из
гамма-протеобактерий.

Ключевые слова: нуклеозидфосфорилаза, сайт-направленный мутагенез, термостабильность, She-
wanella oneidensis MR-1
DOI: 10.31857/S0555109922060150

Термостабильность белковых структур подразу-
мевает сохранение способности к неискаженному
выполнению их основных природных функций
при повышенных (часто непермиссивных для ор-
ганизма или микроорганизма-хозяина) темпера-
турах. В случае ферментов, этим функциональ-
ным признаком является сохранение структуры
его активного центра в неизменном (в пределах
допустимого для проявления функциональной
активности) виде или способности к быстрому
восстановлению белком своей ферментативной
активности при возвращении его в “стандартные”
буферные, субстратные и температурные условия.
Следует отметить, что термостабильность фер-
ментов не всегда сопровождается значительным
увеличением температурного оптимума (Топт) функ-
ционирования этих белков [1]. Более того, само
значение Топт не может служить надежным призна-
ком, указывающим на термостабильность самой
белковой молекулы в целом [1, 2]. В цитируемых
работах справедливо утверждается, что в настоя-
щее время развитие математических методов на-
дежного предсказания Топт и термостабильности
существенно лимитируется отсутствием данных о

свойствах мутантных форм одного и того же клас-
са белков.

Действительно, если кратко суммировать рас-
четные методические подходы к исследованиям
термостабильности белков, то можно выделить
следующие направления, в числе которых, без-
условно, доминируют чисто теоретические:

– разработка компьютерных алгоритмов, ана-
лизирующих, в аспекте термостабильности, гид-
рофобные и электростатические взаимодействия
как в самих белках, так и взаимодействия белка с
компонентами буферных систем, в которых они
находятся [3–6];

– создание компьютерных алгоритмов, анали-
зирующих физико-химические причины прояв-
ления термостабильности у белков [7, 8];

– сравнение первичных структур белков из ме-
зофильных и термофильных микроорганизмов с
целью определения закономерностей формиро-
вания термостабильных белковых структур [9–11]
и роли в этом процессе отдельных аминокислот-
ных остатков.

Обозначенные выше подходы математическо-
го анализа белковых структур с целью предсказа-
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ния и искусственного повышения их термоста-
бильности достаточно полно представлены в об-
зорах [11–16].

Однако предсказательный потенциал этих ал-
горитмов всякий раз необходимо проверять с по-
мощью широкого спектра достаточно трудоемких
экспериментальных подходов (включая и срав-
нительный рентгеноструктурный анализ исход-
ных и мутантных форм белков), что приводит к
определенным ограничениям этой важной ин-
формации в научной литературе. В связи с выше-
указанным, для исследования принципов форми-
рования термостабильных белков важно выбрать
полипептиды одного класса и, с помощью введе-
ния отдельных аминокислотных замен (точечные
мутации) или протяженных белковых фрагмен-
тов (гибридные белки), выявить вклад этих изме-
нений в придании белкам устойчивости к темпе-
ратурному воздействию.

В качестве таких белков в данном исследовании
были выбраны нуклеозидфосфорилазы (NP) –
ферменты катаболизма нуклеозидов, осуществ-
ляющие фосфоролиз нуклеозидов до рибозо-
(дезоксирибозо)-1-фосфата и соответствующего
гетероциклического основания [17]. NP обнару-
живаются в клетках практически всех организмов
и являются объектом достаточно пристального
внимания исследователей что обусловлено, по
крайней мере, двумя причинами:

– выяснением роли этих ферментов в генезисе,
развитии и протекании различных патологических
процессов в клетках млекопитающих (онкология,
ревматоидный артрит, подагра, остеоартроз, си-
стемная склеродермия и др.) [18–22];

– высоким биотехнологическим потенциалом
NP при ферментативном синтезе производных
нуклеозидов, применяющихся в практической
медицине (противоопухолевые и противовирус-
ные агенты, ингибиторы репликации клеточной
ДНК и т.д.) [23–28].

В настоящее время клонировано множество
генов NP из различных (включая и экстремо-
фильные) прокариотических микроорганизмов,
определены их первичные и пространственные
структуры, а также исследованы ферментативные
и физико-химические свойства соответствующих
белков [29–37].

Этот факт открывает новые возможности в си-
стематическом анализе полученных ранее экспери-
ментальных данных при выяснении роли отдельных
аминокислотных остатков (а.о.) и протяженных
участков полипептидной цепи как в функциони-
ровании самих ферментов, так и формировании
признака термотолерантности у этого класса бел-
ков.

Цель работы – исследование роли N-концевой
части белка и, в частности, высоконсервативного
остатка фенилаланина (F5) у уридинфосфорилаз

из мезофильных микроорганизмов в формирова-
нии термостабильных форм этих ферментов.

МЕТОДИКА
В работе использовали: трис-гидрохлорид

(трис-HCl), трис-основание (трис-OH), ДДС-Na,
агарозу (Type I, Low EEO), ЭДТА, борную кисло-
ту – (“Sigma”, США), бромистый этидий, аммония
персульфат, N, N, N', N'-тетраметилэтилендиа-
мин – “Fluka” (Швейцария). N,N'-метилен-бис-
акрилиамид, акриламид – “Serva” (Германия),
триптон , агар-агар и дрожжевой экстракт “Bacto” –
“Difco” (США), ампициллин (“Appli-Chem”,
Германия). Дезоксирибонуклеозидтрифосфаты
(dNTP) и белковые маркеры молекулярной массы
“Unstained Protein Molecular Weight Marker” фирмы
“MBI Fermentas” (Литва). Неорганические соли –
фирмы “Merck” (Германия), а также реактивы
квалификации х. ч. и о. с. ч. (Россия).

Выделение ДНК, очистку, гидролиз эндо-
нуклеазами рестрикции, лигирование фрагмен-
тов ДНК, а также трансформацию клеток E. coli
плазмидами проводили согласно [38].

Taq-полимеразу и ДНК-лигазу фага Т4 произ-
водства “MBI Fermentas” (Литва) использовали в
соответствии с рекомендациями фирм-произво-
дителей.

Штаммы E. coli JM110 и С600ΔudpRecA-(thi
thrB leuB lacY supE tonA recA Tn10) предоставлены
Всероссийской коллекцией промышленных мик-
роорганизмов (НИЦ “Курчатовский институт”-
ГосНИИгенетика”, Россия).

Источником рекомбинантной SoUDP из
S. oneidensis MR-1 служил полученный нами ра-
нее штамм-продуцент этого фермента [39].

При конструировании мутантных форм гена udp
в качестве матричной ДНК использовали бактери-
альный вектор pSUDP [39], содержащий в своем со-
ставе полноразмерный ген udp из S. oneidensis MR-1.
После проведения, согласно [40–42], сайт-на-
правленного мутагенеза, гены мутантных форм
udp клонировали в составе плазмидного вектора
pTZ57R/T (“Thermo Scientific”, Литва).

Синтез олигодезоксирибонуклеотидов и си-
квенс ДНК проводился фирмой “Синтол” (Рос-
сия) на коммерческой основе. Структуры исполь-
зованных в работе олигодезоксирибонуклеотидов
приведены в табл. 1.

Полимеразную цепную реакцию проводили в
амплификаторе “Eppendorf Mastercycler gradient”
(“Eppendorf”, Германия).

Выделение плазмид проводили с использова-
нием набора “GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit”
(“MBI Fermentas”, Литва).

Клетки E. coli, содержащие плазмиду, культи-
вировали в течение 16–18 ч в стеклянных пробир-
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ках (или колбах) со средой LB (ампициллин –
150 мкг/мл) при 37°С и 250 об./мин в шейкере-
инкубаторе “Excella E25” (“New Brunswick Scien-
tific”, США).

Выделение и очистку рекомбинантных NP и
их мутантных форм проводили, как описано на-
ми ранее для SoUDP [39].

Электрофоретическое разделение белков про-
водили согласно Леммли [43].

Концентрацию белка определяли по методу
Бредфорда [44] с окраской реагентом “Bio-Rad
Protein Assay” (“Bio-Rad”, США). В качестве
стандарта использовали раствор бычьего сыворо-
точного альбумина (“Sigma”, США).

Ферментативную активность рекомбинант-
ных SoUDP и ее мутантных форм определяли в К-
фосфатном буфере согласно [45, 46].

Численное значение констант Михаэлиса (KМ)
по уридину и неорганическому фосфату опреде-
ляли как описано ранее [42].

Термостабильность белков определяли соглас-
но [1, 47]. В качестве показателя термостабильно-
сти использовали Т50 – значение температуры,
при которой наблюдали 50%-ное снижение фер-
ментативной активности белка при указанной
температуре [48].

Четвертичную структуру рекомбинантных NP
подтверждали методом аналитической гель-филь-
трации на колонке Tricorn 10/300 c сорбентом Su-
perdex 200 с использованием прибора AKTA FPLC
(“GE Healthcare”, Великобритания) как описано
ранее [42]. В качестве белков-маркеров использо-
вали набор “Gel Filtration Calibration Kits” (GE
Healthcare Life Sciences”, Великобритания), а так-
же рекомбинантную SoUDP из S. oneidensis MR-1
[39].

Первичную структуру выделенных рекомби-
нантных белков дополнительно подтверждали
методом MALDI-TOF/TOF-масс-спектрометри-
ческого анализа их триптических гидролизатов.

Построение пространственных структур осу-
ществляли с использованием программы PyMol
(www.pymol.org).

Статистическую обработку результатов серии
измерений проводили с использованием про-
граммы StatPlus2007 (http://analystsoft.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование природы формирования термо-
стабильных белков в настоящее время является
одним из наиболее актуальных направлений бел-
ковой инженерии, что обусловлено как стремле-
нием выяснить молекулярные основы формиро-
вания и функционирования термотолерантных
белков, так и практической целью – применени-
ем ферментов для биокатализа при синтезе
[32, 49] различных органических соединений
(“зеленая химия”), включая и модифицирован-
ные нуклеозиды [23, 24, 37, 50]. Использование
ферментативного синтеза этих соединений имеет
ряд преимуществ по сравнению с химическим ва-
риантом их получения: практически полное ис-
ключение токсичных органических реагентов и
растворителей, а также высокий уровень стерео-
и регио-селективности. Последнее практически
недостижимо при химическом синтезе и суще-
ственно затрудняет выделение целевого изомера
из реакционной смеси.

Для увеличения растворимости исходных со-
единений и повышения выхода целевого веще-
ства часто требуется проведение ферментативно-
го синтеза при повышенной температуре [28, 51].
Соответственно, сам белок-катализатор должен
быть устойчив к воздействию повышенной тем-
пературы, что может быть достигнуто внесением
в структуру белка-катализатора множественных
или точечных аминокислотных замен, улучшаю-
щих или даже меняющих его субстратную специ-
фичность [52], а также повышающих его термо-
стабильность [1, 5, 36, 48, 53].

Сравнительный анализ первичных структур
UDP из различных микроорганизмов (рис. 1),
опирающийся на выравнивание по функцио-
нальным участкам, например, PGDP – часть
фосфат-связывающего сайта [1, 54] фермента,
показал, что в первичной структуре уридинфос-
форилаз обнаруживается инвариантный остаток

Таблица 1. Структуры синтетических олигодезоксирибонуклеотидов

Наименование Структура
5'—3'

Функция

F5Ipr ATGGCTGATGTAATTCATTTAGG Замена F5I в SoUDP
F5Irev CCTAAATGAATTACATCAGCCAT
F5Gpr ATGGCTGATGTAGGCCATTTAGG Замена F5G в SoUDP
F5Grev CCTAAATGGCCTACATCAGCCAT
Shud1 TATAGAGCTCTGGCGTACTCCTTGTCGTC Амплификация

фрагментов ДНК при мутагенезеShud2 TATAGTCGACTTACGCGAGTAATTTCTTAGCT
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гистидина, принимающий участие в формирова-
нии активного центра фермента [54–56]. Этот
остаток локализуется в составе малоструктуриро-
ванного N-концевого участка полипептидной цепи
(рис. 1, рис. 2), которому предшествует также ин-
вариантный у уридинфосфорилаз из мезофилов
остаток фенилаланина (рис. 1а, рис. 2). Ранее бы-
ла исследована роль остатка гистидина (H8) в
функционировании UDP из E. coli и было обна-

ружено, что замена H8N практически полностью
отменяла ферментативную активность этого бел-
ка [55]. Эти данные во многом были подтвержде-
ны в работе [56].

К сожалению, в настоящее время в научной ли-
тературе практически отсутствуют данные по про-
странственной организации уридинфосфорилаз из
термофильных микроорганизмов, что затрудняет
прямой сравнительный кристаллографический

Рис. 1. Функциональное выравнивание первичных структур N-концевых частей уридинфосфорилаз из различных
микроорганизмов. Желтым цветом выделен фрагмент полипептидной цепи, принимающий участие в формировании
сайта связывания иона неорганического фосфата [1, 42], а красным – инвариантные аминокислотные остатки FH и
YH у уридинфосфорилаз из мезофильных (а) и термофильных (б) микроорганизмов соответственно. (*Термофильные
микроорганизмы).

Микроорганизм GenBank
(а)

(б)

MSKSDVFHLGLTKNDLQGATLAIVPGDPERV Klebsiella aerogenes
MSKSDVFHLGLTKNDLQGAQLAIVPGDPERV Salmonella typhimurium

MTKTVFHLGVTEADLNGATLAIIPGDPARV Vibrio cholerae

MSKSDVFHLGLTKNDLQGATLAIVPGDPDRV Escherichia coli
MSKSDVFHLGLTKNDLQGATLAIVPGDPERV Klebsiella pneumoniae
MPQSDVFHLGLTKADLQGATLAIAPGDPERV Erwinia pyrifoliae

MADVFHLGLTKAMLDGATLAIVPGDPERV Shewanella oneidensis MR-1
NZ_LR134475
NC_003197.2
AKB06100.1

NC_000913
CDO16248
CAY72523.1
GQ294526

N-концевая часть

MSERLKSASRPESEEGRLYHLQVKPGDVSRYILLPGDPDRV Desulfurococcus amylolyticus AFL66855*
MERGKRLSSASAPVDESGRVYHLGVKPGDVSKYVLLPGDPGRV Staphylothermus marinus WP_011838765.1*

MVKALKSASTPETEEGRQYHLEVKPGDVSRYVLLPGDPGRV Thermosphaera aggregans WP_013129600.1*
MYSPPRFMRRLLFAFYKAYDKVMEMKFVSADRPQTEEGYQYHIACKPGDVARYVLLPGDPERV Thermococcus barophilus ALM74274.1*

MGDESLRSAARPEGEGGLQYHLRVRRGDVARYVLLPGDPERT Aeropyrum pernix WP_131160395*
MPGPRRTGGLAVTGEKVRAREPSGSGGLQYHIKCRPGDVAPTVLLPGDPERV Thermofilum pendens WP_011752903*

Рис. 2. Совмещение пространственных структур (субъединица А) мономеров UDP (а) из S. oneidensis MR-1 (ID PDB:
4R2W, зеленый цвет), E. coli (ID PDB: 1RXS, красный цвет), S. typhimurium (ID PDB: 1SJ9, бирюзовый цвет). Для фер-
ментов приведены значения времени (Т50) их термальной полуинактивации [1]. Pi – ион неорганического фосфата в
активном центре фермента. Увеличенное представление пространственного расположения остатков фенилаланина (б).
Стрелками указаны взаимные расстояния боковых радикалов.

1.7 Å

N–

N–
N–

N–

5.1 Å

Pi

F7
1400 min (60°C)

340 min (50°C)

240 min (50°C)
ID PDB: 4R2W

S. oneidensis

S. typhimurium
ID PDB: 1SJ9

F7
E. coli

(ID PDB: 1RXS
F5

(a) (б)



602

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 6  2022

ВЕЙКО и др.

анализ структур этих белков в ряду мезофилы –
термофилы. Однако, если предположить общ-
ность строения активных центров у нуклеозид-
фосфорилаз [42, 56], то инвариантный остаток
гистидина UDP из термофилов (рис. 1б) также
может выполнять функцию связывания углевод-
ного остатка нуклеозида в активном центре фер-
мента. Обращает на себя внимание, что в UDP из
термофильных микроорганизмов этому остатку
(рис. 1б) предшествует существенно более протя-
женный, по сравнению с уидинфосфорилазами
из мезофилов, N-концевой фрагмент полипеп-
тидной цепи.

Этот фрагмент может вносить значитель-
ную роль в стабилизацию вторичной структу-
ры N-концевого участка полипептидной цепи
UDP, обеспечивая устойчивое и наиболее благо-
приятное для катализа конформационное состо-
яние рассматриваемого остатка гистидина. Такая
своеобразная “защитная” функция этого фраг-
мента полипептидной цепи может проявляться и
в повышенной устойчивости уридинфосфорилаз
из термофилов при температурном воздействии на
них.

Сравнительный анализ первичных структур
N-концевых частей UDP из мезофильных и термо-
фильных микроорганизмов (рис. 1) также показы-
вает, что рассматриваемому остатку гистидина у ме-
зофилов предшествует остаток фенилаланина, в то
время как у термофилов – остаток тирозина. Учи-
тывая большую гидрофильность остатка тирозина
по сравнению с остатком фенилаланина, а также
его расположение в непосредственной близости к
функционально важному остатку гистидина, мож-
но предположить существенную роль именно этого
остатка в придании уридинфосфорилазам термаль-
ной устойчивости. Следует также отметить, что,
по результатам анализа, проведенном в работе
[9], поверхность белков из термофильных микро-
организмов в большей степени, по сравнению с
мезофилами, обогащена именно заряженными
аминокислотными остатками. Эти данные также
привлекали внимание к рассматриваемому гид-
рофобному остатку фенилаланина, расположен-
ному на поверхности уридинфосфорилаз и осу-
ществляющему прямой контакт с окружающим
белок раствором (ID PDB: 4R2W, 1RXS, 1SJ9,
6EYP, 4NY1 и др.).

Высказанные выше предположения о роли
структуры N-концевых частей UDP в термальной
стабилизации во многом основываются и на ра-
нее полученных и исследованных авторами нук-
леозидфосфорилазах, в которых проводились то-
чечные и протяженные аминокислотные замены
в составе этого класса гомологичных белков
[1, 41]. Анализ суммарных результатов, приведен-
ных в цитируемых работах, показал, что именно
структура N-концевых частей нуклеозидфосфо-

рилаз является одним из факторов, во многом
определяющим термальную устойчивость у этого
класса ферментов.

Кроме того, в работе [1] было обнаружено, что
термостабильность (Т50) нативных уридинфосфо-
рилаз изменяется в ряду S. typhimurium  E. coli >
> S. oneidensis MR-1. В настоящее время известны
рентгеноструктурные данные кристаллических
форм указанных UDP, что позволило провести
сравнительный анализ их пространственных
структур (рис. 2).

Обращает на себя внимание (рис. 2) существен-
ное различие в пространственном расположении
остатка фенилаланина в составе N-концевых ча-
стей рассматриваемых нуклеозидфосфорилаз. Та-
кого рода локальные изменения расположения
остатка фенилаланина могут сказываться на
свойствах белка в растворе, в том числе и его тер-
мостабильности, что достаточно убедительно от-
мечалось в обзорной работе [57]. В случае урид-
инфосфорилаз прослеживается определенная
корреляция удельной активности [42] и термоста-
бильности [1] этих ферментов в зависимости от
первичной структуры анализируемого фрагмента
полипептидной цепи белков (рис. 2).

Вышеуказанный анализ литературных данных
предопределил необходимость эксперименталь-
ного исследования, на примере UDP из S. onei-
densis MR-1, роли остатка фенилаланина (F5) в
термостабилизации бактериальных уридинфос-
форилаз.

С этой целью в структурной части гена урид-
инфосфорилазы из S. oneidensis MR-1 методом
сайт-направленного мутагенеза [42] с использо-
ванием синтетических праймеров (табл. 1) была
произведена замена кодона фенилаланина (F5)
на кодоны глицина (F5G) и изолейцина (F5I).
Выбор типа замещающих аминокислотных остат-
ков был предопределен следующими причинами:
остаток изолейцина обладает относительно гидро-
фобным боковым радикалом, частично моделиру-
ющим свойства остатка фенилаланина, несущего
ароматический боковой радикал, в то время как
остаток глицина вообще лишен бокового радикала.

Полученные мутантные формы гена udp были
клонированы в составе вектора pTZ57R/T (“Thermo
Scientific”, Литва) и нуклеотидную последователь-
ность целевых генов подтверждали сиквенсом. Ре-
комбинантными плазмидами были трансформиро-
ваны клетки E. coli C600Δudp (см. “Методика”).
Оценку накопления мутантных форм UDP про-
водили с помощью денатурирующего полиакри-
ламидного гель-электрофореза (рис. 3).

Из рис. 3 следует, что целевые мутантные формы
SoUDP в условиях гетерологичной экспрессии на-
капливаются в клетках E. coli в значительном ко-
личестве: на электрофорезе они представлены в
виде мажорной полосы с примерной молекуляр-

@
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ной массой 27.5 кДа. Мутантные формы SoUDP
выделяли и очищали согласно [39], после чего с
помощью ультрафильтрации (мембрана PM30,
“Millipore”, США) переводили в 5.0 мМ раствор
Трис-HCl, рН 8.0 и хранили при –70°С.

В настоящее время в литературе опубликова-
ны данные по изучению свойств ряда нуклеозид-
фосфорилаз, включая их термостабильные и му-
тантные формы [1, 36, 37, 58].

Исследование термостабильности этих белков
проводили с использованием не только различ-
ных буферных систем, но и часто в присутствии
хотя бы одного (например, неорганический фос-
фат) из субстратов [58, 59]. Однако ранее было по-
казано [1, 60], что в присутствии субстратов проис-
ходит термостабилизация нуклеозидфосфорилаз.
Более того, присутствие чужеродного белка (на-
пример, БСА [60]), также повышает устойчивость
нуклеозидфосфорилаз к температурному воздей-
ствию. При этом эффективность такой стабили-
зации малопрогнозируема как для исходной формы
исследуемых белков, так и мутантов на их основе.
Отдельные аспекты конформационных измене-
ний в бактериальных уридинфосфорилазах при
связывании с субстратами описаны нами ранее в
работе [61]. Чтобы исключить влияние субстрата
на термостабилизацию исследуемых SoUDP и ее
мутантных форм (рис. 4) в настоящей работе фер-
менты инкубировали аналогично [1, 62] в 20 мM
Трис-HCl буфере, pH 8.0.

Приведенные на рис. 2 и 4 результаты свиде-
тельствуют о том, что пространственное располо-
жение бокового радикала остатка фенилаланина

может влиять на конформацию малоструктури-
рованного N-концевого участка в целом, вслед-
ствие чего, вероятно, изменяется его доступность
для окружающего белок буфера, что и выражается в
повышении термостабильности рекомбинантных
мутантных форм исследуемой SoUDP. При этом
конформационные изменения N-концевого фраг-
мента могут быть и незначительными, но при этом
оказывать существенное влияние на устойчи-
вость белка к термальному воздействию [32, 57].

Четвертичная структура ряда ферментов,
включая и нуклеозидфосфорилазы, представлена
в растворе в виде гомоолигомеров (димеры, три-
меры, гексамеры). Такого рода олигомеризация
важна не только для проявления ферментативной
активности этих белков, но и для увеличения их
термостабильности [6, 63, 64]. В связи с этим, ме-
тодом аналитической гель-фильтрации было экс-
периментально подтверждено сохранение му-
тантными формами SoUDP гексамерной четвер-
тичной структуры (табл. 2).

Обращает на себя внимание (табл. 2) уменьше-
ние сродства (KМ) у мутантных форм уридинфос-
форилазы к субстратам по сравнению с исходной
формой дикого типа. При этом указанное измене-
ние сопровождалось существенным увеличением
термостабильности мутантных белков (табл. 2,
рис. 4). Этот факт во многом совпадает со сделан-
ными ранее выводами об определяющей роли ар-
хитектурного строения фосфат-связывающей об-
ласти в приобретении NP термостабильности [1].
В настоящее время получены кристаллические
формы исследуемых мутантных белков и прово-

Рис. 3. Электрофоретический анализ рекомбинантных белков в клетках E. coli C600Δudp в 12.5%-ном ПААГ с ДСН-
Na. М – маркеры молекулярной массы белков (116, 66, 45, 35, 27, 18 кДа); 1, 2, 5, 6 – белки растворимых фракций штам-
ма-реципиента и штаммов-продуцентов, полученные после разрушения ультразвуком клеток E. сoli; 3, 4, 7, 8 – очи-
щенные рекомбинантные ферменты: F5I, F5G, 3 и 5 мкг соответственно; 9 – SoUDP из S. oneidensis MR-1, 5 мкг. Це-
левые рекомбинантные белки обозначены стрелкой.
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дится их рентгеноструктурный анализ, который
может существенно прояснить молекулярную
природу наблюдаемого явления.

Таким образом, на основании сравнительного
анализа литературных данных и полученных в на-
стоящей работе экспериментальных результатов
выявлена важная роль, как отдельного аминокис-
лотного остатка F5, так и в целом N-концевого
фрагмента полипептида, в формировании термо-
стабильности у уридинфосфорилаз.

При проведении исследований использовали
оборудование Центра коллективного пользова-
ния “Промышленные биотехнологии” Федераль-
ного исследовательского центра “Фундаменталь-
ные основы биотехнологии” Российской акаде-
мии наук.
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Thermostability of Nucleoside Phosphorylases from Prokaryotes.
I. The Role of the Primary Structure of the N-terminal Fragment 

of the Protein in the Thermostability of Uridine Phosphorylases
V. P. Veikoa, b, *, A. N. Antipova, N. N. Mordkovicha, N. A. Okorokovaa,

T. N. Safonovaa, and K. M. Polyakovc
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b Research Centre for Medical Genetics (RCMG), Moscow, 115522 Russia

c Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: vladveiko@yahoo.com

Mutant uridine phosphorylase genes from Shewanella oneidensis MR-1 (S. oneidensis) were constructed by
site-directed mutagenesis and strains-producers of the corresponding recombinant (F5I and F5G) proteins
were obtained on the basis of Escherichia coli cells. The mutant proteins were purified and their physicochem-
ical and enzymatic properties were studied. It was shown that the N-terminal fragment of uridine phosphor-
ylase plays an important role in the thermal stabilization of the enzyme as a whole. The role of the amino acid
(a.a.) residue phenylalanine (F5) in the formation of thermotolerance of uridine phosphorylases from gam-
ma-proteobacteria was revealed.

Keywords: nucleoside phosphorylase, site-directed mutagenesis, thermal stability, Shewanella oneidensis
MR-1
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Впервые получен и частично охарактеризован генно-инженерный химозин тупайи (Tupaia belangeri chin-
ensis). Целевой фермент нарабатывали в системе экспрессии Escherichia coli, штамм BL21(DE3). Показа-
но, что рекомбинантный химозин тупайи коагулирует молоко коровы (Bos taurus). Общая и удельная мо-
локосвертывающая активность полученного фермента составила 0.7-5.3 IMCU/мл и 8.8–16.6 IMCU/мг.
Неспецифическая протеолитическая активность генно-инженерного химозина тупайи по отноше-
нию к суммарному казеину коровы оказалась на 30 и 117% выше, чем у рекомбинантных химозинов
коровы и одногорбого верблюда соответственно. Обнаружено, что по сравнению с большинством
известных генно-инженерных химозинов, фермент тупайи проявлял исключительно низкую тер-
мостабильность. После прогревания при 45°С коагуляционная способность рекомбинантного хи-
мозина тупайи падала более чем на 40%, а при 50°С фермент терял >90% исходной молокосвер-
тывающей активности. Константа Михаэлиса (Km), число оборотов фермента (kcat) и каталитиче-
ская эффективность (kcat/Km) для рекомбинантного химозина тупайи, составили соответственно
6.3 ± 0.1 мкМ, 11927 ± 3169 с–1 и 1968 ± 620 мкM–1 с–1. Сравнительный анализ показал, что пер-
вичная структура химозин-чувствительного участка каппа-казеина коровы и предполагаемой ана-
логичной последовательности каппа-казеина тупайи различались на 75%. Способность рекомби-
нантного химозина тупайи свертывать молоко коровы наряду с низкой термостабильностью и вы-
сокой каталитической эффективностью по отношению к субстрату, имитирующему химозин-
чувствительный участок коровьего каппа-казеина, позволяют предполагать, что этот фермент пред-
ставляет потенциальный интерес для сыроделия.

Ключевые слова: рекомбинантный химозин, тупайя, молокосвертывающая активность, молоко ко-
ровы, термостабильность, протеолитическая активность, сыроделие
DOI: 10.31857/S0555109922060022

Представителей класса Млекопитающие (Mam-
malia) объединяет общий адаптационный меха-
низм – способность синтезировать и секретировать
молоко для вскармливания потомства. Вероятно,
параллельно с лактацией, возникли и неонатальные
молокосвертывающие протеиназы – химозины,
под действием которых молоко в желудке ново-
рожденного превращается в сгусток, что обеспе-
чивает его эффективное усвоение [1]. Химозины
(КФ 3.4.23.4) обладают исключительно высокой
специфичностью к связи F105-M106 (или её ана-
логу) в молекуле к-казеина (к-КЗ) и, в то же время,
крайне низкой неспецифической протеолитиче-

ской активностью (ПА). В результате, химозин (Хн)
эффективно гидролизует единственную пептид-
ную связь в молекуле к-КЗ, что вызывает образо-
вание молочного сгустка. В то же время фермент
не атакует иммуноглобулины (Ig) и другие защит-
ные белки, содержащиеся в молозиве и молоке, что
способствует эффективному переносу пассивно-
го иммунитета от матери к новорожденному [2].

Благодаря способности коагулировать молоко,
молокосвертывающие ферменты (МФ) и, в част-
ности Хн, играют важную роль в практической
деятельности человека и любой аспект изучения
биохимических свойств этих ферментов рассмат-

УДК 577.1

EDN: DPMQNI



608

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 6  2022

БАЛАБОВА и др.

ривается с точки зрения возможности их техноло-
гического применения [3].

Предположительно, люди научились исполь-
зовать МФ для получения сыров около 8000 лет
назад [4]. С момента возникновения промышлен-
ного производства, лучшим МФ для сыроделия
считался коровий Хн – кислая аспартатная эндо-
пептидаза, синтезируемая клетками слизистой
оболочки желудка новорожденного теленка [5].
Успехи генной инженерии позволили внедрить в
практику сыроделия рекомбинантный Хн (рХн)
коровы (Bos taurus) [6]. Комплекс биохимических
свойств коровьего Хн считался оптимальным для
сыроделия вплоть до 2006 г., когда был получен и
исследован рХн верблюда (Camelus dromedarius)
[7]. В настоящее время верблюжий рХн широко
используется в сыроделии наряду с рХн коровы
[3, 8–10].

Получение рХн одногорбого верблюда поло-
жило начало новому этапу исследований, направ-
ленных на изучение и понимание механизмов
субстратной специфичности неонатальных га-
стральных протеиназ [9–14]. Кроме того, резуль-
таты изучения рХн C. dromedarius продолжают
стимулировать работы, направленные на поиск и
изучение новых видов Хн. Поскольку основную
долю сырьевой базы сыроделия составляет моло-
ко B. taurus, биохимическая характеристика лю-
бого нового Хн начинается с определения его мо-
локосвертывающей активности (МА) именно по
отношению к молоку коровы.

Ответ на вопрос, вынесенный в заголовок ста-
тьи, не является очевидным из-за парадокса “Хн
коровы – молоко верблюда”. Его суть в том, что
Хн коровы не коагулирует верблюжье молоко и
это не позволяет использовать коровий фермент
для производства сыров из молока верблюда
[9, 15–20]. В то же время, рХн верблюда не только
эффективно свертывает коровье молоко, но и
превосходит рХн коровы по удельной МА по от-
ношению к коровьему субстрату [7]. Предполага-
ется, что причина парадокса кроется в различиях
первичной структуры к-КЗ коровы и верблюда на
участке 98-112 [13, 14, 20]. Парадокс “Хн коровы –
молоко верблюда” наиболее известный, но не
единственный случай межвидового “конфликта”
молока и Хн. Химозин коровы не способен свер-
тывать лошадиное (Equus caballus) молоко, в то
время как рХн двугорбого верблюда (Camelus bac-
trianus) успешно справляется с этой задачей [15,
21]. Кроме верблюжьего и лошадиного молока,
Хн коровы не коагулирует молоко представителя
сумчатых млекопитающих – лисьего кузу (Tricho-
surus vulpecula) [22]. Намного медленнее, чем гомо-
логичный субстрат, Хн коровы свертывает молоко
крысы (Rattus norvegicus), кролика (Oryctolagus cu-
niculus), козы (Capra hircus) и северного оленя
(Rangifer tarandus) [23]. Коагуляционная актив-

ность рХн кролика, измеренная на молоке осла
(Equus asinus), коровы, козы, овцы (Ovis aries) и
верблюда составляет, соответственно, 40.0, 10.0,
5.7, 3.1 и 2.7 IMCU/мл, т.е. минимальные и мак-
симальные значения различается более чем на
порядок [24]. Можно ожидать, что по мере полу-
чения новых видов Хн, число подобных “кон-
фликтов” будет увеличиваться.

Парадокс “Хн коровы – молоко верблюда”
позволяет условно разделить химозины на 2 типа:
“универсальные”, способные одинаково эффек-
тивно коагулировать как гомологичное так и гете-
рологичное молоко [7, 21, 25–28] и “специализи-
рованные” – проявляющие наибольшую актив-
ность по отношению к гомологичному молоку или
молоку ближайших филогенетических родствен-
ников [7, 15, 23].

Нетрудно заметить, что кроме кролика (отряд
Зайцеобразные, Lagomorpha) [24] ни один из видов
млекопитающих “за пределами” отряда Китопарно-
копытные (Cetartiodactyla) не стал источником генов
для получения и оценки биохимических свойств
новых рХн. Частично охарактеризованные Хн
представителей отряда Приматы (Primates) – иг-
рунки (Callithrix jacchus) [29] и некоторых других
обезьян Нового Света [30] стоят особняком, по-
скольку утратили важнейшую “химозиновую”
функцию участия в переносе факторов пассивного
иммунитета от матери новорожденному и в природе
экспрессируются как пепсиноподобные ферменты
с широкой протеолитической специфичностью и
высокой общей ПА.

Данные о МА и специфичности Хн по отноше-
нию к гетерологичным субстратам необходимы
для понимания механизма работы этих фермен-
тов и успешного поиска высокоэффективных ко-
агулянтов молока. В этой связи, актуальным яв-
ляется изучение рХн животных, относящихся к
различным отрядам Млекопитающих.

Тупайи (Scandentia) – отряд плацентарных
млекопитающих, представители которого обита-
ют в тропических лесах Юго-Восточной Азии. Ге-
ном тупайи (Tupaia belangeri chinensis) или китай-
ской древесной землеройки (Chinese tree shrew)
секвенирован в 2013 году. Филогенетический ана-
лиз показал, что Tupaia belangeri chinensis (далее –
T. belangeri) является весьма отдаленным род-
ственником коровы и кластеризуется в пределах
клады Эуархонты (Euarchonta), в которую также
входят Шерстокрылы (Dermoptera) и Приматы.
При этом структура генов тупайи имеет высокое
сходство с Приматами и, в частности, с человеком
[31]. По данным NCBI, аминокислотные (а.к.)
последовательности Хн тупайи и коровы иден-
тичны на 81.6%. До настоящего времени рХн ту-
пайи не изучался.

Цель данной работы – получение рХн T. be-
langeri, определение его коагуляционной активно-
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сти по отношению к молоку коровы и исследование
некоторых биохимических свойств, важных для
сыроделия.

МЕТОДИКА
Конструирование экспрессионного вектора. В

работе использовали нуклеотидную последователь-
ность прохимозина (ПроХн) тупайи, выявленную в
геноме T. chinensis (NW_006159751.1) путем сравне-
ния с референсной последовательностью гена Хн
коровы. Кодонный состав нуклеотидной после-
довательности ПроХн оптимизировали для экс-
прессии в системе Escherichia coli при помощи
сервиса “Codon Optimisation Tool” (“Integrated
DNA Technologies”, США). Синтезированная
нуклеотидная последовательность была встроена
в экспрессионный вектор pET21a (“Novagen”, ФРГ)
по уникальным сайтам рестрикции BamHI и Hin-
dIII. В результате получали плазмидный вектор
pET21-CYM-Tup.

Получение рХн тупайи. Плазмидой pET21-
CYM-Tup проводили химическую трансформацию
клеток E. coli BL21(DE3). Колонии, содержащие ре-
комбинантные плазмиды, культивировали в тече-
ние ночи на орбитальном шейкере (“Biosan”,
Латвия) при 180 об./мин в среде LB (“AppliChem”,
США) при 37°C. Инокулят в соотношении 1 : 100
переносили в колбы Эрленмейера, содержащие
свежую среду LB и выращивали до оптической
плотности 0.8 (при λ = 600 нм). В культуральную
жидкость вносили индуктор – изопропил-β-D-1-
тиогалактопиранозид (ИПТГ) (“Anatrace Prod-
ucts”, США) до конечной концентрации 1 мМ и
дополнительно культивировали штамм-проду-
цент на шейкере (180 об./мин) в течение 12 ч при
25°C. Контролем служила культура E. coli штамм
BL21, не трансформированная плазмидой pET21-
CYM-Tup.

После завершения культивирования биомассу
осаждали центрифугированием в течении 20 мин
при 5000 g и 4°С. Осадок ресуспендировали в бу-
фере STET (сахароза – 8%, 50 мМ трис, 20 мM
ЭДТА, тритон X-100 – 5%, pH 8.0) из расчета
20 мл на 1 г биомассы и инкубировали в течение
ночи при 4°С. По окончании инкубации суспензию
клеток обрабатывали ультразвуком (2000 Вт/л и
283 Вт/см2) в течение 1 мин, после чего смесь
охлаждали до 4°С. Процедуру повторяли трижды.
Тельца включения осаждали центрифугировани-
ем при 20000 g в течение 20 мин при 4°С.

Солюбилизацию телец включения, рефолдинг
рекомбинантного ПроХн и последующую актива-
цию зимогена проводили в соответствии с процеду-
рами, описанными в работе [26]. В результате акти-
вации получали препарат рХн тупайи (рХн-Tup).

Определение общей и удельной молокосверты-
вающей активности. В качестве субстрата использо-

вали сборное не пастеризованное коровье молоко, в
которое вносили NaN3 до 0.02% и доводили рН до
6.5. Субстрат (2.5 мл), прогретый на водяной бане
при 35°С не менее 10 мин, быстро смешивали с
0.2 мл исследуемого рХн и регистрировали время
образования первых хлопьев коагулята. В качестве
стандарта использовали 0.5%-ный водный раствор
сухого коммерческого препарата рХн коровы
(“Chr. Hansen”, Дания) с заявленной МА 2201
IMCU/г (IMCU – International Milk Clotting
Units). Все измерения повторяли не менее трех
раз (n ≥ 3). Общую МА выражали в IMCU/мл, ко-
торую рассчитывали по формуле (1):

(1)

где: МАСт – заявленная МА стандарта в IMCU/г;
200 – фактор разведения (мл/г); Т1 – время (в с)
свертывания субстрата стандартом; Т2 – время (в с)
свертывания субстрата раствором исследуемого
фермента.

В качестве препаратов сравнения использовали
0.5%-ный водный раствор сухого коммерческого
препарата рХн коровы (рХн-Bos) и 0.4%-ный вод-
ный раствор сухого коммерческого препарата рХн
одногорбого верблюда (рХн-Cam) производства
компании “Chr. Hansen” (Дания).

Удельную МА рХн-ов, рассчитывали после
определения общей МА и концентрации белка по
Брэдфорду [32] и выражали в IMCU/мг.

Определение неспецифической протеолитической
активности. В качестве субстрата использовали
0.5%-ный раствор коровьего казеината натрия
(“Sigma”, США) в 20 мМ Na-ацетатном буфере
(рН 5.65). Субстрат (2.0 мл) выдерживали 15 мин на
водяной бане при 35°С, вносили в него раствор
исследуемого рХн (0.5 мл), быстро перемешивали
и отмечали время начала инкубации. Через 30, 90
и 180 мин к 2.5 мл фермент-субстратной смеси до-
бавляли 2.5 мл 6%-ной трихлоруксусной кислоты
(ТХУ), перемешивали, выдерживали 30 мин при
комнатной температуре и фильтровали через бу-
мажный фильтр. В фильтрате определяли поглоще-
ние при длине волны 280 нм (А280). Для подготовки
спектрофотометрического контроля компоненты
фермент-субстратной смеси вносили непосред-
ственно в 6%-ную ТХУ. Неспецифическую ПА
выражали в единицах А280. Строили график зави-
симости А280 от продолжительности прогревания.

Коагуляционную специфичность (протеоли-
тическую активность, направленную только на
гидролиз Хн-чувствительной связи в молекуле к-
КЗ) определяли, как соотношение удельной МА и
неспецифической ПА (МА/ПА). Для оценки коа-
гуляционной специфичности препаратов рХн за
ПА принимали значения А280 фермент-субстратных
смесей, инкубировавшихся в течение 180 мин.

= ×Ст 1 2МА МА 200 Т Т ,
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Определение протеолитической активности по
отношению к изолированным α-, β-, и κ-казеинам
коровы. Определение ПА рХн по отношению к
изолированным казеинам (КЗ) коровьего молока
проводили по методике, описанной в работе [33], в
которую вносили изменения. Для исследования ПА
рХн тупайи концентрировали методом ультрафиль-
трации до значений общей МА ≈ 8 IMCU/мл. Ак-
тивность препаратов сравнения – коммерческих
рХн – нормировали по МА фермента тупайи.

Готовили 0.1%-ные растворы субстратов – α-, β-
и κ-КЗ (“Sigma”, С6780, С6905, С0406, США) – в
20 мМ Na-ацетатном буфере (рН 5.65).
Смешивали 250 мкл субстрата c 5 мкл исследуе-
мого рХн с активностью 8.0 IMCU/мл. В кон-
трольные образцы вместо рХн вносили 5 мкл
20 мМ Na-ацетатного буфера (рН 5.65). Фермент-
субстратные смеси и контрольные препараты инку-
бировали при 35°С в течение 1 ч. После заверше-
ния инкубации исследовали полипептидный со-
став смесей методом электрофореза в присут-
ствии додецлсульфата натрия (ДСН) по Лэммли
[34]. В качестве маркеров молекулярных масс
(ММ) использовали LMW-SDS Marker Kit (“GE
Healthcare”, США).

Термостабильность (ТС). Растворы исследуемых
МФ прогревали при температурах 30–65°С в те-
чение 30 мин, быстро охлаждали до комнатной
температуры и определяли их остаточную МА. За
100% принимали значения МА, полученные в об-
разцах, прогретых при 30○С. Строили график за-
висимости остаточной МА от температуры про-
гревания. Порогом термоинактивации считали
температуру прогревания, при которой рХн утра-
чивал ≥20% от исходной МА.

Определение параметров кинетики Михаэлиса–
Ментен. Константу Михаэлиса (Km), константу
скорости реакции гидролиза или число оборотов
фермента (kcat) и каталитическую эффективность
(kcat/Km) определяли по методике, описанной в
работе [35].

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили в вычислительной среде таблич-
ного процессора Excell 2007 (“Microsoft Corpora-
tion”, США). Результаты определения количе-
ственных переменных представлены в виде
среднего арифметического (М) с указанием сред-
неквадратического отклонения (±SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Получение препарата рХн тупайи. Для получе-

ния рекомбинантного аналога Хн тупайи исполь-
зовали систему на основе штамма BL21(DE3)
E. coli и плазмидного экспрессионного вектора
серии pET21. Нуклеотидная последовательность,
соответствующая ПроХн тупайи, с кодонным со-
ставом, оптимизированным для экспрессии в си-
стеме E. coli, была клонирована в составе экспрес-
сионного вектор pET21a таким образом, чтобы
N-концевая часть содержала последовательность
экспрессионного тага Т7. Корректность встроенной
последовательности была проверена при помо-
щи секвенирования полученной рекомбинант-
ной плазмиды pET21-CYM-Tup в области встройки.
После трансформации сконструированной плаз-
мидой компетентных клеток BL21(DE3) E. coli был
получен рекомбинантный штамм-продуцент. Для
наработки целевого белка использовали стандарт-
ный протокол, включающий добавление индуктора
ИПТГ. С целью оценки эффективности синтеза ре-
комбинантного ПроХн тупайи (рПроХн-Tup), а так-
же определения его локализации, был проведен
электрофоретический анализ различных белко-
вых препаратов, полученных из клеток рекомби-
нантного штамма-продуцента (рис. 1).

Анализ белкового состава клеток E. сoli, содержа-
щих плазмиду pET21-CYM-Tup, после добавления
индуктора, показал высокое содержание протеина,
по электрофоретической подвижности совпадаю-
щего с расчетной для рПроХн-Tup (41 кДа). Его со-
держание составило ≥50% (рис. 1, дорожка 2) от
общего количества белков клетки. Видно, что

Рис. 1. Результаты ДСН-электрофореза белковых
препаратов, полученных из клеток исходного штамма
и штамма-продуцента: 1 – биомасса клеток E. coli
штамм BL21 после внесения индуктора (контроль);
2 – биомасса клеток продуцента E. coli BL21_рПроХн-
Tup после внесения индуктора (опыт); 3 – растворимая
фракция биомассы продуцента BL21_рПроХн-Tup
после обработки буфером STET; 4 – нерастворимая
фракция (тельца включения) после обработки лизиру-
ющим буфером; 5 – рХн-Tup после активации; 6 – мар-
керы молекулярных масс.
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растворимая фракция биомассы E. coli после об-
работки буфером STET и центрифугирования
(рис. 1, дорожка 3) почти не содержит целевого
белка, в то время как фракция телец включения
практически полностью представлена рПроХн
тупайи (рис. 1, дорожка 4). Таким образом, условия
экспрессии гена Хн тупайи в системе E. coli при-
водят к суперпродукции целевого белка, подавля-
ющая часть которого накапливается в нераство-
римой форме в тельцах включения, поэтому следу-
ющим этапом стала ренатурация рПроХн при
помощи ступенчатого диализа. Попытки провести
активацию зимогена до диализа окончились неуда-
чей: препараты не проявляли коагуляционной ак-
тивности. После проведения диализа, активиро-
ванные препараты рПроХн-Tup демонстрировали
ферментативную активность, которая свидетель-
ствовала о том, что зимоген восстанавливает кор-
ректную третичную структуру. В результате акти-
вации было получено 3 препарата рХн-Tup – серии
1–3 – которые различались по общей и удельной
МА (табл. 1).

Молокосвертывающая активность. Оценка
биохимических свойств любого нового МФ начи-
нается с установления его МА по отношению к
коровьему молоку – основному сырью для произ-
водства сычужных сыров.

Общая МА полученных препаратов рХн-Tup
варьировала в пределах 0.7–5.3 IMCU/мл. Кон-
центрация белка в препаратах рХн-Tup оказалась,
в среднем, примерно на порядок выше, чем в пре-
паратах сравнения. В результате, по удельной МА
рХн-Tup в 50–60 раз уступал коммерческим рХн
коровы и одногорбого верблюда (табл. 1).

Причиной низкой удельной МА может быть
неэффективный рефолдинг рХн-Tup. Известно, что
восстановление корректной трехмерной структу-
ры является проблемным этапом при получении
рХн в системах экспрессии E. coli [36–39]. Веро-
ятно, часть молекул рХн-Tup после проведения
ренатурации оставалась ферментативно неактив-
ной, что и приводило к снижению удельной МА
фермента.

Таким образом, установлено, что рХн-Tup, по-
лученный в системе экспрессии E. coli, коагули-
рует гетерологичный биологический субстрат –
молоко коровы, но по удельной МА уступает рХн
B. taurus и C. dromedarius, синтезированным в си-
стеме продукции высшего плесневого гриба As-
pergillus niger var. Awamori.

Пусковым механизмом, инициирующим фер-
ментативное свертывание коровьего молока, явля-
ется гидролиз Хн-чувствительной связи F105-M106
в молекуле κ-КЗ и удаление гликомакропептида с
поверхности казиновых мицелл. Способность
рХн-Tup коагулировать молоко B. taurus свидетель-
ствует о специфичности фермента как минимум к
одной из пептидных связей (предположительно,
F105-M106) в молекуле κ-КЗ.

Неспецифическая протеолитическая активность и
соотношение МА/ПА. Протеолитическая актив-
ность Хн лежит в основе его способности свертывать
молоко. Условно ПА ферментов, коагулирующих
молоко можно разделить на специфическую (моло-
косвертывающую) и неспецифическую. Специфи-
ческая ПА (или МА) обеспечивает гидролиз Хн-
чувствительной связи F105-M106 в молекуле κ-КЗ,
что приводит к дестабилизации казеиновых мицелл
и образованию молочного сгустка. Неспецифиче-
ская ПА, характеризует способность МФ гидроли-
зовать любые пептидные связи, по отношению к
которым он проявляет специфичность, кроме
Хн-чувствительной связи κ-КЗ.

В научной периодике, посвященной пробле-
мам изучения и практического применения МФ,
для оценки технологической эффективности коа-
гулянта молока используется отношение его МА
и неспецифической ПА (МА/ПА) [7, 28]. Соотно-
шение характеризует активность, направленную
только на гидролиз Хн-чувствительной связи в
молекуле κ-КЗ и приводящую к свертыванию мо-
лока. Для того чтобы избежать путаницы с фер-
ментативной специфичностью, мы обозначили
соотношение МА/ПА термином “коагуляционная
специфичность”. Идеальный коагулянт молока для
сыроделия должен проявлять максимальную МА
при минимальной общей ПА [5]. Чем выше коа-

Таблица 1. Общая и удельная молокосвертывающая активность препаратов рХн

Препарат рХн Общая МА,
IMCU/мл

Концентрация
белка, мг/мл

Удельная МА, 
IMCU/мг Удельная МА, %

рХн-Tup (серия 1) 5.3 ± 0.1 0.320 16.6 ± 0.3 2.6

рХн-Tup (серия 2) 0.7 ± 0.1 0.080 8.9 ± 0.3 1.4

рХн-Tup (серия 3) 1.4 ± 0.0 0.160 8.8 ± 0.0 1.4

рХн-Bos 11.0 ± 0.4 0.017 647.0 ± 23.5 100.0

рХн-Cam 10.9 ± 0.2 0.014 778.6 ± 14.3 120.3
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гуляционная специфичность, тем универсальнее
МФ и шире ассортимент сыров, для выработки
которых он может использоваться.

Поскольку одной из задач данного исследова-
ния была оценка производственных перспектив
рХн-Tup, для определения его неспецифической
ПА (так же как и для определения МА) использо-
вали субстрат коровьего происхождения. Неспе-
цифическую ПА оценивали по А280 супернатантов,
полученных после инкубации и осаждения ком-
понентов фермент-субстратных смесей 3%-ной
ТХУ. Пул ТХУ-растворимых компонентов содержит
и продукт гидролиза Хн-чувствительной связи –
гликомакропептид к-CN (f.106-169) – который не
влияет на результат определения неспецифической
ПА, поскольку не содержит а.к. остатков, погло-
щающих при 280 нм [7].

На всех стадиях инкубации фермент-субстрат-
ных смесей, рХн-Tup, проявлял более высокую
ПА по отношению к коровьему КЗ, чем рХн вер-
блюда и коровы (рис. 2).

Через 180 мин инкубации, неспецифическая
ПА рХн тупайи, коровы и верблюда составляла,
соответственно, 0.544, 0.418 и 0.056 ед. А280. По
динамике нарастания концентрации продуктов

неспецифического протеолиза рХн коровы и ту-
пайи – похожи и заметно отличаются от рХн вер-
блюда. Наблюдавшаяся низкая неспецифическая
ПА рХн одногорбого верблюда является его ха-
рактерным (маркерным) биохимическим свой-
ством и подтверждается другими исследованиями
[7, 27].

Для сравнения коагуляционной специфично-
сти рХн-Tup и коммерческих рХн использовали
данные об их удельной МА (%) и неспецифиче-
ской ПА (%), при этом показатели рХн коровы
принимали за 100% (табл. 2). Видно, что по соотно-
шению МА/ПА препарат рХн-Tup с наибольшей
удельной МА (серия 1) катастрофически уступал
ферментам сравнения.

Низкая коагуляционная специфичность фер-
мента тупайи стала следствием малой удельной
МА, которая может быть обусловлена неполным
рефолдингом его зимогена, выделенного из телец
включения. Возможно, использование эукариоти-
ческой системы экспрессии вместо прокариотиче-
ской позволит повысить выход активного рХн-Tup,
его удельную МА и, как следствие, – соотноше-
ние МА/ПА.

Таким образом, неспецифическая ПА рХн-
Tup, полученного в прокариотической системе
продукции, оказалась на 30 и 117% выше, чем у
рХн-Bos и рХн-Сam соответственно. Высокая
неспецифическая ПА ограничивает сферу ис-
пользования рХн-Tup производством быстросо-
зревающих сыров с короткими (не более 14 сут) сро-
ками хранения.

Протеолитическая активность по отношению к α-,
β- и κ-казеинам коровы. Как следует из данных,
представленных на рис. 3, рХн- способен гидро-
лизовать изолированные α-, β- и κ-КЗ коровы. В
условиях эксперимента генно-инженерный Хн
тупайи эффективно атаковал не только κ-КЗ ко-
ровы, но и продукт его гидролиза – пара-κ-КЗ
(полоса с ММ ≈ 16 кДа). В результате в фермент-
субстратной смеси накапливались компоненты с
ММ < 14 кДа (рис. 3, дорожка 6). Рекомбинант-
ный Хн B.taurus полностью деградировал κ-КЗ и
частично – пара-κ-КЗ. При этом в фермент-суб-
стратной смеси появлялся продукт с ММ ≈ 14 кДа
(рис. 3, дорожка 7). В отличие от тупайи и коровы,
ПА рХн C. dromedarius была направлена, преиму-

Рис. 2. Зависимость А280 от продолжительности про-
гревания фермент-субстратных смесей: 1 – рХн-Tup;
2 – рХн-Bos; 3 – рХн-Cam. На оси Х указана продол-
жительность прогревания при 35°С.
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Таблица 2. Удельная МА, неспецифическая ПА и МА/ПА препаратов рХн

Препарат рХн Удельная МА, % Неспецифическая ПА, % МА/ПА

рХн-Tup (серия 1) 2.6 130.1 0.02

рХн Bos 100.0 100.0 1.00

рХн Cam 120.3 13.4 8.98
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щественно, на к-КЗ и почти не затрагивала пара-
к-КЗ (рис. 3, 8).

Все исследованные ферменты проявляли ПА
по отношению к изолированному коровьему α-КЗ.
Основная полоса α-КЗ сохранялась после 60 мин
инкубации со всеми ферментами, но в случае
рХн-Tup ее интенсивность была наименьшей
(рис. 3, дорожки 10–12). Это свидетельствует о
более высокой ПА фермента тупайи по отношению
к изолированному α-КЗ, по сравнению с коммер-
ческими рХн.

Все исследованные нами рХн различались по
интенсивности протеолиза свободного β-КЗ коро-
вы. Рекомбинантные химозины тупайи и коровы
полностью гидролизовали β-КЗ, с образованием
полипептидов с ММ в диапазоне 20–26 кДа, а
рХн верблюда оказывает на этот субстрат наи-
меньшее протеолитическое воздействие (рис. 3,
дорожки 14–16).

Ранее, метод ЭФ уже использовался для изуче-
ния ПА рХн коровы и верблюда по отношению к
индивидуальным фракциям коровьего КЗ [24, 33,
40]. По данным работ [33, 40] рХн коровы и вер-
блюда, полученные в системе экспрессии P. pastoris
проявляли ПА только по отношению к κ-КЗ, но
не гидролизовали α- и β-КЗ коровы. Такое про-
тиворечие с нашими данными может объясняться
различиями в постановке экспериментов по
оценке специфичности рХн (чистота и МА рХн,
соотношение фермента и субстрата, состав буфе-
ров, рН, температура и продолжительность инку-
бации фермент-субстратных смесей). В целом,
полученные нами результаты хорошо согласуются с
данными работы [24], авторы которой исследовали

субстратную специфичность коммерческих рХн ко-
ровы и верблюда (производства компании “Chr.
Hansen”), полученных в системе экспрессии A. niger.

Таким образом, по сравнению с коммерческими
генно-инженерными химозинами, рХн-Tup вы-
зывает более глубокую протеолитическую деграда-
цию изолированных фракций КЗ коровы. По ин-
тенсивности протеолитического действия на α-,
β-и κ-КЗ коровы, ферменты можно расположить
следующим образом: рХн-Tup > рХн-Bos > рХн-
Cam.

Можно предположить, что при использовании
в качестве субстратов не изолированных фракций
КЗ, а препаратов суммарного (мицеллярного) КЗ
или коровьего молока, картина протеолиза и
оценки специфичности рХн будут выглядеть по-
другому. Если субстрат находится в форме мицелл,
то экспонированные наружу, С-концевые участки
к-КЗ, образующие “волосковый слой”, легко до-
ступны для протеолитической атаки Хн (или дру-
гих МФ). Напротив, МФ гораздо сложнее атако-
вать N-концевые участки κ-КЗ, а также молекулы
α- и β-КЗ, расположенные под “волосковым сло-
ем” и в толще мицеллы. В этой связи возникает
закономерный вопрос об информативности ре-
зультатов определения ПА химозинов с исполь-
зованием изолированных α-, β- и κ-КЗ. Возможно,
для более адекватной оценки нового рХн целесо-
образно исследовать его специфичность на мо-
лочном субстрате, в котором КЗ находятся в ми-
целлярной форме.

Термостабильность. Термостабильность явля-
ется важнейшей характеристикой любого инду-
стриального фермента. При этом для разных тех-

Рис. 3. Протеолитическая активность рХн тупайи, коровы и одногорбого верблюда по отношению к α-, β- и κ-КЗ ко-
ровы: 1 – α-КЗ; 2 – β-КЗ; 3 – κ-КЗ; 4 – маркеры ММ; 5 – κ-КЗ (контроль); 6 – κ-КЗ + рХн-Tup; 7 – κ-КЗ + рХн-Bos;
8 – κ-КЗ + рХн-Cam; 9 – α-КЗ (контроль); 10 – α-КЗ + рХн-Tup; 11 – α-КЗ + рХн-Bos; 12 – α-КЗ + рХн-Cam;
13 – β-КЗ (контроль); 14 – β-КЗ + рХн-Tup; 15 – β-КЗ + рХн-Bos; 16 – β-КЗ + рХн-Cam. Cтрелками указано положе-
ние пара-к-КЗ (ММ ≈ 16 кДа) на дорожках 6–8.
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нологических процессов необходимы фермент-
ные препараты с различными диапазонами ТС.
Например, при производстве сыров с высокой
температурой 2-го нагревания и длительными
сроками созревания и хранения, востребованы
коагулянты молока стабильные при температурах
≤50°С. Молокосвертывающий фермент с высо-
кой ТС, сохраняющий активность после нагревания
сырного зерна до 52–58°С, может проявлять неже-
лательную ПА в сыре и ухудшать его физико-хими-
ческие и органолептические показатели [41, 42].

Сфера применения коагулянтов молока, кото-
рые сохраняют ПА при температурах >60°С –
ограничена и распространяется, преимущественно,
на производство сыров с короткими сроками со-
зревания и хранения. Для выработки полутвердых и
твердых сыров, требующих длительных сроков
созревания и хранения, предпочтительны термо-
лабильные МФ. Снижение ТС перспективного
коагулянта молока может потребовать разработки
специальных технологических приемов. Например,
для того, чтобы максимально адаптировать нату-
ральные молокосвертывающие эндопептидазы
(мукорпепсины) плесневых грибов рода Rhizomucor
к потребностям промышленного сыроделия, были
специально разработаны методы их химической
модификации для снижения исходно высокой
ТС [43, 44].

Современные технологические рХн различа-
ются по ТС. По данным [7, 45], рХн одногорбого
верблюда термостабильнее, чем рХн коровы и со-
храняет более высокую остаточную МА в диапа-
зоне температур 50–60°С. Точки плавления рХн
коровы и верблюда, составляют соответственно
57.7 и 60.7°С [9]. Наглядная демонстрация того,
насколько важны различия в 3°С между порогами
термоденатурации промышленных МФ, пред-

ставлена в работе [41]. Показано, что увеличение
температуры нагревания сгустка с 50 до 56°С при-
водит к значительному снижению концентрации
продуктов протеолиза αs1-КЗ в сырах типа Reggi-
anito, произведенных с применением рХн коровы
и верблюда, за счет более глубокой термоинакти-
вации МФ. При этом в сырах, выработанных с
температурой нагревания сгустка 56°С и с приме-
нением более термостабильного рХн верблюда,
интенсивность протеолиза была выше, чем при
использовании коровьего рХн [41]. Таким образом,
рХн верблюда, имеющий вчетверо меньший уро-
вень общей ПА, чем рХн коровы, но превосходящий
его по ТС, проявлял более высокую неспецифи-
ческую ПА в созревающих и хранящихся сырах.

По сравнению с коммерческими и экспери-
ментальными генно-инженерными химозинами
[25], рХн-Tup выделялся необычно низкой ТС
(рис. 4). Порог термоинактивации рХн-Tup со-
ставил 45°С – при этой температуре его коагуля-
ционная способность падала более чем на 40%, а
при 50°С – фермент утрачивал >90% от исходной
МА. Для коммерческих коагулянтов порог термо-
инактивации был на 10°С выше и составлял 55°С.
При этом рХн-Bos полностью инактивировался
при 60°С, а рХн-Cam – при 65°С.

Возможно, экстраординарная термолабиль-
ность рХн-Tup связана с особенностями терморе-
гуляции животных этой группы млекопитающих.
По данным [46] средняя температура тела T. be-
langeri составляет 39.6°С. Известно также, что для
тупайи характерны суточные колебания температу-
ры тела, синхронизированные с ритмами активно-
сти. Амплитуда колебаний необычайно высока и
составляет около 5°С, что намного больше, чем у
большинства других изученных млекопитающих.
Согласно данным телеметрии, минимальная тем-
пература тела тупайи составляет 35–36°С, а мак-
симальная – 40–41°С [47]. В этой связи, возникает
вопрос: не является ли чрезвычайно низкая ТС Хн
тупайи, элементом защиты факторов пассивного
иммунитета от избыточной ПА этой гастральной
протеиназы? Можно предполагать, что после ак-
тивации зимогена в просвете желудка новорож-
денного, термолабильный Хн тупайи “успевает”
коагулировать находящееся в нем молоко, но в
дальнейшем термоинактивируется и не оказыва-
ет глубокого протеолитического действия на Ig и
другие защитные белки. В результате, содержа-
щиеся в молоке факторы пассивного иммунитета,
за счет механизмов прямого трансцеллюлярного
переноса в эпителии кишечника, попадают в
кровь и обеспечивают иммунологическую защиту
новорожденного.

Таким образом, по сравнению с рХн коровы и
верблюда генно-инженерный Хн тупайи является
исключительно термолабильным МФ. Что каса-
ется “сыродельных” перспектив рХн-Tup, то не

Рис. 4 Зависимость остаточной молокосвертываю-
щей активности от температуры прогревания препа-
ратов рХн: 1 – рХн-Tup; 2 – рХн-Bos; 3 – рХн-Cam.
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исключено, что его низкая ТС может, хотя бы ча-
стично, компенсировать негативный эффект вы-
сокой ПА и позволит более широко использовать
этот фермент. Например, при выработке сыров со
сроками созревания и хранения 30–45 сут.

Параметры кинетики Михаэлиса-Ментен. Для
определения основных параметров ферментатив-
ной кинетики использовали наиболее активный
из 3 препаратов рХн-Tup (серия 1).

Основные показатели кинетики Михаэлиса-
Ментен рХн-Tup заметно отличаются от значений
кинетических констант, полученных для коммер-
ческих рХн (табл. 3). По сравнению с рХн-Bos и
рХн-Cam фермент T. belangeri продемонстрировал
самые низкие значения Кm, что указывает на более
высокую аффинность к использованному хромо-
генному субстрату. В отличие от ферментов сравне-
ния, рХн-Tup в 2.3–2.5 раза быстрее освобождался
от продуктов реакции и вступал в новое взаимодей-
ствие с субстратом, на что указывали более высокие
значения числа оборота фермента (kcat) и его ката-
литической эффективности (kcat/Km). Таким об-
разом, кинетические константы рХн-Tup свиде-
тельствовали о том, что его ферментативная эф-
фективность по отношению к синтетическому
флуорогенному субстрату, имитирующему Хн-
чувствительный участок κ-КЗ коровы, выше, чем
у современных коммерческих рХн.

Для того чтобы попытаться понять причины
высокой каталитической эффективности генно-
инженерного Хн тупайи было проведено сравнение
первичной структуры κ-КЗ B. taurus, C. dromedarius
и T. belangeri. Так, зрелый κ-КЗ коровы состоит из
169 а.к. (Хн-чувствительная связь расположена в
позиции F105-M106), κ-КЗ верблюда – из 162 а.к.
(Хн-чувствительная связь – в позиции F97-I98), а
κ-КЗ тупайи содержит 164 а.к. остатка (предпола-
гаемая Хн-чувствительная связь – L98-K99). Уди-
вительно, но при 81.6% идентичности Хн тупайи
и коровы сходство первичной структуры κ-КЗ этих
видов оказалось одним из самых низких, среди
уже установленных, и составило всего 41.9%. В
свою очередь, а.к. последовательности κ-КЗ ко-
ровы и верблюда идентичны на 58.4%. Таким об-
разом, κ-КЗ коровы, тупайи и верблюда демон-
стрируют значительные межвидовые различия.

Аминокислотные последовательности Хн-
чувствительных участков κ-КЗ тупайи и коровы
совпадают лишь на 25%. Они различаются по
18 аминокислотным остаткам из 24, включая две
замены на участке “ключевой” пептидной связи:
F105 (B. taurus) → L98 (T. belangeri), где неполяр-
ный ароматический радикал заменен на неполяр-
ный алифатический и M106 (B. taurus) → Lys99
(T. belangeri), где вместо гидрофобного серосодер-

Таблица 3. Основные параметры кинетики Михаэлиса–Ментен рХн

Препарат рХн Km, мкМ Vmax, мкМ с-1 kcat, с–1 kcat/Km, мкМ–1 с–1

рХн-Tup (серия 1) 6.3 ± 1.4 596 ± 158 11927 ± 3169 1968 ± 620

рХн-Bos 12.0 ± 1.8 238 ± 3 4759 ± 51 404 ± 67

рХн-Cam 20.3 ± 4.23 264 ± 42 5287 ± 842 265 ± 56

Рис. 5. Аминокислотные последовательности Хн-чувствительных участков κ-КЗ коровы, одногорбого верблюда и ту-
пайи. В скобках после видового названия указана степень гомологии первичной структуры κ-КЗ данного вида по от-
ношению к κ-КЗ коровы. Зеленым цветом отмечена последовательность 105–106 в молекуле κ-КЗ коровы, желтым –
аминокислотные замены в κ-КЗ тупайи и верблюда по сравнению с κ-КЗ коровы, голубым цветом выделены а.к.
остатки, совпадающие во всех трех последовательностях. Стрелками указаны пептидные связи, гидролизуемые гомо-
логичными и гетерологичными химозинами. Знаком “?” обозначена предполагаемая Хн-чувствительная пептидная
связь κ-КЗ тупайи. Первичные структуры к-казеинов взяты из базы данных GenBank (T. belangeri – XM_006142970;
B. taurus – AY380228.1; С. dromedarius – NP_001290489.1).
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жаего радикала находится гидрофильный, поло-
жительно заряженный а.к. остаток (рис. 5).

Для сравнения: идентичность участков 96-119
κ-КЗ коровы и верблюда составляет 62.5%. Можно
было ожидать, что серьезные различия первичной
структуры аналогичных участков κ-КЗ коровы и ту-
пайи приведут к снижению аффинности рХн
T. belangeri к пептиду, имитирующему Хн-чув-
ствительный участок гетерологичного субстрата.
Однако, на практике, мы наблюдали обратное: по
скорости насыщения субстратом, рХн тупайи пре-
восходил ферменты коровы и верблюда в 1.9 и
3.2 раза соответственно. Можно предполагать,
что в связывании рХн-Tup и κ-КЗ коровы задей-
ствованы иные субсайты специфичности, чем в
случае рХн коровы и верблюда.

Поскольку структуры Хн-чувствительных участ-
ков κ-КЗ коровы и тупайи существенно различают-
ся, вопрос о сайте гидролиза коровьего субстрата
остается открытым. Известно, что МФ эндотиа-
пепсин (КФ 3.4.23.22), ограниченно используе-
мый в сыроделии, гидролизует в κ-КЗ коровы не
ключевую связь F105-M106, а предшествующую ей
последовательность – S104-F105, где в положении
Р1 находится незаряженная полярная R-группа. И
это несмотря на то, что специфичность эндотиа-
пепсина близка к специфичности свиного пепсина,
то есть предпочтительными для гидролиза явля-
ются гидрофобные R-группы аминокислот в поло-
жении Р1 и Р1' [48, 49], Поэтому, исходя из анализа
кинетики гидролиза синтетического субстрата,
можно утверждать лишь то, что рХн-Tup атакует
κ-КЗ коровы на участке 96-119 настолько эффек-
тивно, что вызывает свертывание молока. Для
точного установления сайта гидролиза коровьего
κ-КЗ рХн-Tup необходимо проведение дополни-
тельных исследований.

Особенности а.к. последовательности κ-КЗ
T. belangeri поднимают и ряд других вопросов,
связанных с субстратной специфичностью Хн
различной видовой принадлежности. Например:
какую пептидную связь гидролизуют гомологичные
и гетерологичные Хн в молекуле κ-КЗ тупайи; ка-
кова специфичность рХн-Tup по отношению к Хн-
чувствительным участкам κ-КЗ животных, относя-
щихся к различным отрядам Млекопитающих?

***

Таким образом, в системе экспрессии E. coli
впервые получен и частично охарактеризован
генно-инженерный Хн тупайи. Показано, что,
несмотря на значительные различия в структуре
κ-КЗ B. taurus и T. belangeri, особенно в области
Хн-чувствительной последовательности, рХн-Tup
способен коагулировать коровье молоко. Неспе-
цифическая ПА фермента тупайи по отношению

к суммарной фракции КЗ коровы оказалась на 30
и 117% выше, чем у рХн коровы и верблюда соот-
ветственно. В сравнении с коммерческими ген-
но-инженерными химозинами (C. dromedarius и
B. taurus) рХн тупайи проявлял повышенную ПА
по отношению к изолированным α-, β- и κ-КЗ
коровьего молока. Порог термоинактивации
рХн-Tup составлял 45°С, что значительно ниже,
чем у подавляющего большинства коммерческих
и экспериментальных рХн. Причины экстраор-
динарной термолабильности рХн-Tup должны
стать предметом отдельного исследования, по-
скольку его результаты могут иметь значение для
инжиниринга индустриальных МФ, с целью на-
правленного изменения их терморезистентности.
Способность генно-инженерного Хн тупайи свер-
тывать молоко коровы, наряду с высокой каталити-
ческой эффективностью по отношению к пептиду,
имитирующему Хн-чувствительный участок ко-
ровьего κ-КЗ, позволяют отнести этот фермент к
универсальным коагулянтам молока, которые
могут представлять потенциальный интерес для
сыроделия. Для полной биохимической характе-
ристики рХн-Tup необходимо расширенное изу-
чение его специфичности по отношению к гомо-
логичным и гетерологичным κ-КЗ.

Авторы надеются, что результаты настоящей
работы активизируют поиски и исследования новых
“универсальных” химозинов среди видов, не
принадлежащих к отряду Китопарнокопытные.
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Can Recombinant Tree Shrew’s (Tupaia belangeri chinensis) 
Chymosin Coagulate Cow (Bos taurus) Milk?

D. V. Balabovaa, S. V. Belenkayab, с, E. A. Volosnikovab, T. Hermesd, V. Y. Chirkovaa, E. A. Sharlaevaa,
D. N. Shcherbakova, b, *, A. N. Belove, A. D. Kovale, and V. V. Elchaninove

a Altai State University, Barnaul, 656049 Russia
b State Research Center of Virology and Biotechnology L., AtrasRospotrebnadzora, Koltsovo, 630559 Russia

c Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia
d Max Planck Institute for Evolutionary Anthropology, Leipzig, 04103 Germany

e Federal Altay Scientific Centre of Agrobiotechnologies, Siberian Institute of Cheese Making, Barnaul, 656910 Russia
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Genetically engineered chymosin from the tree shrew (Tupaia belangeri chinensis) has been obtained and par-
tially characterized for the first time. The target enzyme was produced in Escherichia coli, strain BL21(DE3).
It was shown that, tree shrew recombinant chymosin coagulates milk of cow (Bos taurus). The total and spe-
cific milk-clotting activity of the obtained enzyme was 0.7–5.3 IMCU/mL and 8.8–16.6 IMCU/mg. The
nonspecific proteolytic activity of tree shrew recombinant chymosin in relation to total bovine casein was 30%
and 117% higher than that of recombinant chymosin cow and a single-humped camel respectively. It was
found that in comparison with most of the known genetically engineered chymosins, the tree shrew enzyme
showed exceptionally low thermal stability. After heating at 45°C, the coagulation ability of tree shrew recom-
binant chymosin decreased by more than 40%, and at 50°C, the enzyme lost >90% of the initial milk-clotting
activity. Michaelis constant (Km), enzyme turnover number (kcat) and catalytic efficiency (kcat/Km) for genet-
ically engineered chymosin from the tree shrew were 6.3 ± 0.1 μM, 11927 ± 3169 s–1 and 1968 ± 620 μM–1 s–1,
respectively. Comparative analysis showed that the primary structure of the chymosin-sensitive site of cow
kappa-casein and the supposed similar sequence of tree shrew kappa-casein differ by 75%.The ability of tree
shrew recombinant chymosin to coagulate cow’s milk, along with a low thermal stability and high catalytic
efficiency with respect to the substrate, imitating the chymosin-sensitive site of cow kappa-casein, suggests
that this enzyme is of potential interest for cheese making.

Keywords: recombinant chymosin, tree shrew, milk-clotting activity, bovine milk, thermal stability, proteo-
lytic activity, cheese making



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2022, том 58, № 6, с. 619–628

619

ОСОБЕННОСТИ ФИЗИОЛОГИЧЕСКОЙ АДАПТАЦИИ 
ПОЛИЭКСТРЕМОФИЛЬНОГО ШТАММА ДРОЖЖЕЙ Yarrowia lipolytica 
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Исследовали окислительно-восстановительный статус, состояние митохондрий, а также другие по-
казатели старения клеток в ходе культивирования экстремофильных дрожжей Yarrowia lipolytica W29
в течение 120 ч. Увеличение уровня АФК при переходе в стационарную фазу роста сопровождалось
снижением скорости дыхания клеток, увеличением вклада альтернативной оксидазы, повышением
уровня активности супероксиддисмутазы и каталазы. В стационарной фазе роста соотношение глу-
татион/дисульфид глутатиона снижалось в 2–3 раза. Цитометрические исследования с прижизненной
окраской потенциометрическим красителем показало снижение митохондриального потенциала по
мере старения культуры. В стадии позднего стационарного роста выявлена активация лизосомаль-
ных процессов в клетках Y. lipolytica, что, по-видимому, обусловливает устойчивость клетки к окис-
лительному стрессу и способствует сохранению выживаемости на уровне 80%.

Ключевые слова: стресс, продолжительное культивирование, антиоксидантные ферменты, суперок-
сиддисмутаза, каталаза, активные формы кислорода, Yarrowia lipolytica
DOI: 10.31857/S0555109922060046

Дрожжи Yarrowia lipolytica активно используются
в биотехнологии для получения органических кис-
лот и улучшения состава липидов. Благодаря спо-
собности расти на различных органических суб-
стратах эти дрожжи находят применение также при
ремедиации почв и водных сред, загрязненных
нефтепродуктами или отходами масложировой
промышленности, и утилизации широкого спектра
токсичных поллютантов – от n-алканов до три-
нитротолуола и лигноцеллюлозного сырья [1, 2].
Y. lipolytica активно используется также для секре-
ции белков по ко-транскрипционному принципу
[3] и экспрессии гетерологичных белков [4–6].

Полиэкстремофильные дрожжи Y. lipolytica
способны расти в широком диапазоне рН, облада-
ют гибкой системой редокс-адаптации, позволяю-
щей эффективно переносить повышение уровня
активных форм кислорода (АФК) в клетках без
заметных изменений параметров роста культуры,
что делает их привлекательным объектом для ис-
пользования в качестве промышленного продуцен-
та [7, 8]. Y. lipolytica является распространённым
продуцентом рекомбинантного белка, причем в ра-
боте [9] было показано, что организация произ-

водства рекомбинантного белка предпочтительна
в непрерывном режиме – это позволяет повысить
индукцию промоторов и выход целевого продукта.
Однако, несмотря на широкие возможности Y. li-
polytica, биотехнологический потенциал данного
объекта реализуется на практике крайне мало:
можно отметить лишь производство лимонной
кислоты [10], а также применение этого организма
в пищевой промышленности для улучшения вку-
совых качеств продуктов и обработке гидрофобных
отходов пищевых производств [11]. Во многом
это обусловлено противоречивыми и неполными
данными о физиологии Y. lipolytica и ее адаптивном
ресурсе. Как известно, стрессовые воздействия на
клетку, такие как экстремальные значения pH и
температуры, лимитирование по какому-либо
компоненту питания или изменение условий
аэрации, зачастую являются неотъемлемым эле-
ментом биотехнологического процесса. Y. lipolytica
проявляют чрезвычайно высокую устойчивость к
различным неблагоприятным факторам, связанным
с развитием окислительного стресса, например,
повышению температуры и уровня этанола, вне-
сению сублетальных доз перекиси водорода или
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прооксидантов [12]. В связи с этим исследование
физиологических характеристик Y. lipolytica в
процессе продолжительного культивирования
является актуальной задачей, решение которой
может позволить найти новые промоторы генов,
индукция которых возрастает и стабилизируется
в поздней стационарной стадии роста.

Известно, что в процессе длительного культи-
вирования на фоне исчерпания субстратов также
наблюдается повышение уровня АФК и развитие
окислительного стресса, что приводит к возник-
новению различных повреждений и старению
культуры. В значительной степени развитие этих
процессов связано с нарушением митохондри-
альных процессов и деэнергизации клеток [13].
Низшие эукариоты-дрожжи представляют собой
прекрасную модель изучения клеточного и орга-
низменного старения на уровне одной клетки [14,
15]. На дрожжевых организмах изучены 2 модели
старения: репликативная, при которой продол-
жительность жизни определяется числом до-
черних клеток, продуцируемых материнской до
физиологического старения. Хронологическая
продолжительность жизни характеризует тот от-
резок времени, который клетка существует в не-
делящемся состоянии. Исследование старения
дрожжевых клеток убедительно показало, что АФК
накапливаются в период так называемого диаук-
сического сдвига (стадии перехода в стационар-
ную фазу роста микроорганизмов) и в стационар-
ной фазе роста [16]. Процессы, позволяющие
снижать генерацию АФК в митохондриях, замед-
ляют старение клеток [17].

Помимо снижения уровня АФК одним из важ-
нейших механизмов метаболической адаптации к
стрессовым условиям рассматривают аутофагию
[18]. В ходе аутофагоцитоза не только происходит
деградация окисленных органических молекул и
поврежденных органелл, но и высвобождается
материал для их обновления, что позволяет под-
держивать жизнеспособность клеток при исчер-
пании субстратов в процессе длительного культи-
вирования.

Цель работы ‒ характеристика показателей
старения в ходе продолжительного культивиро-
вания дрожжей Y. lipolytica W29.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования. В работе использовали

штамм экстремофильного вида Y. lipolytica W29
(дикий тип), полученный из коллекции типовых
штаммов CIRM-Levures (Франция).

Культивирование клеток. Выращивание штам-
ма Y. lipolytica W29 для проведения экспериментов
проводили на синтетической среде YNB следую-
щего состава (г/л): (NH4)2SO4 – 0.3; KH2PO4 – 2;
K2HPO4 · 3H2O – 0.5; MgSO4 · 7H2O – 0.5; NaCl – 0.1;

CaCl2 – 0.05; глицерин – 10; дрожжевой экстракт –
2; микроэлементы (мкг/мл): KI – 0.2; CuSO4 ·
· 5H2O – 0.08; MnSO4 – 0.08; FeCl3 · 6H2O – 0.4;
Na2MoO4 · 2H2O – 0.4; ZnSO4 · 7H2O – 0.08; H3BO3 –
1.0; витамины (мкг/мл): биотин – 0.02; фолиевая
кислота – 0.02; пантотенат кальция – 0.6; инозит –
3.0; никотиновая кислота – 0.6; пара-аминобен-
зойная кислота – 0.3; пиридоксин-HCl – 0.6; ри-
бофлавин – 0.3; тиамин-HCl – 0.15; рН 5.5–5.6.

Долгосрочное поддержание культур, а также
опыты по определению выживаемости клеток
проводили на твердых средах следующего состава
(г/л): дрожжевой экстракт – 2.0; пептон – 5.0; со-
лодовый экстракт – 3.0; глицерин – 10; агар-агар –
20; KOH или H2SO4 – по показаниям рН-метра.

Культуры выращивали в качалочных колбах
Эрленмейэра объемом 750 мл в 100 мл жидкой среды
при 180 об./мин.

Для проведения физиологических экспери-
ментов использовали оптимальные условия куль-
тивирования: pH 5.5 и температуру – 28°С. Все
эксперименты проводили в трех аналитических и
биологических повторностях, рассчитавая сред-
ние значения физиолого-биохимических показа-
телей. Накопление биомассы оценивали по на-
растанию в культуре оптической плотности (ОП)
при длине волны λ = 590 нм.

Анализ выживаемости клеток. Выживаемость
клеток оценивали методом Коха по их способно-
сти образовывать колонии на агаризованной пол-
ноценной среде после посева на чашках Петри.

Флуоресцентное окрашивание и проточная цито-
метрия. Состояние митохондрий дрожжей опреде-
ляли методом проточной цитометрии после окра-
шивания MitoTracker™ Red CMXRos (“Invitrogen™
Thermo Scientific”, США) [19]. Клетки дрожжей
отмывали в растворе фосфатно-солевого буфера,
суспензию разводили до ОП, равной 2.0, и вносили
краситель в равном объеме до конечной концен-
трации 100 нМ. Образцы инкубировали в темноте
30 мин при комнатной температуре, затем гото-
вили разведение для достижения ОП 0.1 и анали-
зировали в 96-луночных планшетах на цитометре
Beckman Cytoflex V2B2Y2R0 (“Thermo Scientific”,
США).

Цитологическое окрашивание с помощью
LysoTracker Red DND 99. На этапе подготовки
образцов отбирали 1–2 мл клеточной суспензии,
осаждали в эппендорфах в течение 1–2 мин при
4000 g и дважды промывали фосфатно-солевым бу-
фером. Затем ресуспендировали, доводя до ОП
0.05–0.1 ед. После этого клетки окрашивали 100 нМ
LysoTracker Red DND-99 (“Invitrogen™ Thermo
Scientific”, США) в ДМСО в течение 2 ч при 37°С.
Образцы исследовали с помощью флуоресцент-
ного микроскопа Axioskop 40 FL (“Carl Zeiss”,
Германия) при длине волны возбуждения 543 нм.
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Изображения были созданы с помощью браузера
изображений “Carl Zeiss LSM”.

Дыхательная активность клеток. Скорость по-
требления кислорода клетками дрожжей иссле-
довали полярографическим методом, используя
многоканальную микроэлектродную установку с
системой сбора информации и программой Re-
cord-4, (рабочий объем ячейки 1.0 мл) [20]. Ис-
следования дыхательной и фосфорилирующей
активности проводили в среде, содержащей 50 мМ
К-фосфатный буфер, рН 5.5, и 1% глюкозы (ко-
нечный объем 1 мл). Скорость дыхания оценивали
по увеличению потребления кислорода за 1 мин.
Полученные количественные значения рассчи-
тывали относительно сухой биомассы. Для опре-
деления сухой биомассы 1–2 мл суспензии отмытых
клеток, используемых для полярографического
анализа дыхательной активности, сушили в бюк-
сах при 104°С до постоянного веса.

Ингибиторный анализ клеточного дыхания
проводили следующим образом: к дышащей сус-
пензии клеток добавляли ингибитор терминаль-
ной цитохромоксидазы – KCN (“Реахим”, Рос-
сия) в концентрации 1–4 мМ и фиксировали
уменьшение скорости дыхания. Расчет ингиби-
рования проводили в аналитической программе
Analyse Record-4 (в %). Вклад цианид-нечувстви-
тельного дыхания (активность альтернативной ок-
сидазы) рассчитывали в нг-атом кислорода/мин на
мг сухой биомассы.

Анализ содержания восстановленной и окислен-
ной форм глутатиона. Клетки разрушали растира-
нием в жидком азоте и переносили в 0.1 М калий-
фосфатный буфер, pH 8.0, в соотношении 1 : 5 об.
Белки осаждали внесением равного объема 5%-ной
метафосфорной кислоты (“Реахим”, Россия), вы-
держивая смесь в течение 20 мин на льду. Далее экс-
тракты центрифугировали в течение 20 мин при
15000 g. В полученных супернатантах, разведен-
ных в 10 раз 0.1 М калий-фосфатным буфером,
определяли содержание окисленной и восстанов-
ленной форм глутатиона. Для определения содер-
жания глутатиона в кварцевую кювету объемом 3 мл
вносили 100 мкл исследуемого экстракта и ор-
тофталевый альдегид (“Fluca Analytical”, Герма-
ния) до конечной концентрации 0.3 мкМ, смесь
инкубировали в темноте в течение 15 мин. Глута-
тион определяли по спектру испускания в диапа-
зоне длин волн 360–500 нм при возбуждении све-
том с длинной волны 350 нм, на спектрофотометре
“Shimadzu RF 5301 PC” (“Shimatsu”, Япония). О
концентрации восстановленной формы глутати-
она судили по площади под кривой спектра ис-
пускания. Определение окисленной формы глу-
татиона проводили аналогичным образом в 0.1 М
NaOH. Исходные экстракты перед измерением
были разведены в 10 раз 0.1 М NaOH с добавлением
1.6 мМ N-метилмалеимида (“Sigma-Aldrich”,

США), полученную смесь инкубировали в течение
30 мин. Для измерения концентраций восстанов-
ленной и окисленной форм глутатиона в каждой се-
рии экспериментов строили калибровочные кривые
с диапазоном концентраций 1–10 мкг/мл, для чего
были использованы восстановленная форма глу-
татиона (“Serva”, Германия) и окисленная форма
глутатиона (“Reagent”, Венгрия). Полученные
значения рассчитывали на г сухой биомассы.

Определение уровня АФК в клетках. Общее содер-
жание АФК в клетках определяли флуориметриче-
ским методом с использованием флуоресцентного
красителя эфира дигидро-2',7'-дихлорофлуоресцеи-
на диацетата (ДХФДА) (“Sigma-Aldrich”, США). В
клеточную суспензию дрожжей, разведенную
фосфатно-солевым буфером в соотношении 1 : 2,
добавляли ДХФДА в ДМСО до конечной концен-
трации 40 мкМ и экспонировали в течение 30 мин
в темноте, после чего дважды промывали буфером
того же состава. В качестве “положительного кон-
троля” использовались клетки дрожжей, обрабо-
танные в растворе прооксиданта 600 мкМ 2,2'-аз-
обис(2-метилпропионамидин) дигидрохлорида
(АМПА, “Sigma”, США). Полученную суспензию
вносили по 200 мкл в ячейки 96-луночного план-
шета. Измерение флуоресценции проводили при
длине волны возбуждения 485 нм и длине волны
эмиссии 528 нм каждые 5 мин на микропланшет-
ном фотофлуориметре Synergy 2 (“Bio Teck”, США)
при чувствительности 100% и 35%. Содержание
АФК рассчитывали на г сухой биомассы.

Приготовление клеточных гомогенатов. Клетки
дрожжей отделяли от культуральной жидкости
центрифугированием, дважды отмывали охлажден-
ной до 4°С водой, суспендировали в соотношении
1 : 1 (г/мл) в среде следующего состава: 2-(N-мор-
фолино)этансульфоновая кислота – 10 мМ, сор-
бит – 0.5 М, манит – 0.5 М, ЭДТА – 5 мМ, фенил-
метилсульфонил фторид – 0.5 мМ, pH 6.5. Клетки
дрожжей разрушали на ультразвуковом дезинтегра-
торе MSE (“Farmacia”, Швеция) в течение 2 мин
(4 цикла по 30 с, с перерывом 30 с) при 4–0°С.
Полученный гомогенат центрифугировали при
20000 g 30 мин. Для исследований использовали
супернатант.

Определение активности каталазы. Суммарную
каталазную активность определяли по скорости
расщепления пероксида водорода (при ОП240) и
выражали в микромолях расщепленного H2O2 в
мин на 1 мг белка [20]. В качестве ингибитора ка-
талазной активности использовали аминотриа-
зол (АТЗ).

Определение активности супероксиддисмутазы
(СОД). Активность СОД определяли непрямым
методом, измеряя ингибирование автоокисления
кверцетина при ОП406 как описано в работе [21].
Исследование проводили в 20 мМ К-фосфатном
буфере, содержащем 0.1 мМ ЭДТА, рН 7.8, добав-
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ляя тетраметилэтилендиамин до рН 10.0. Затем к
реакционной смеси добавляли 10 мкл гомогената,
разведенного 1 : 10 или при высокой активности
1 : 100. Реакцию запускали добавлением кверце-
тина (0.36 мМ в ДМСО). За единицу фермента-
тивной активности СОД принимали количество
белка, вызывающего 50% ингибирование авто-
окисления кверцетина. В качестве специфиче-
ского ингибитора СОД применяли диэтилдитио-
карбамат (ДДК).

Определение белка. Содержание белка в кле-
точных экстрактах определяли по методу Бред-
форда [22] с использованием Кумасси G-250
(“VWR Amresco”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Кинетика роста культуры клеток дрожжей Y. lip-
olytica при продолжительном культивировании.
Культивирование дрожжей Y. lipolytica проводили
на среде YNB с глицерином в качестве субстрата в
оптимальных условиях (28°С, pH 5.5) в течение
120 ч. Как видно из рис. 1, лаг-фаза длилась 6 ч,
через 38–40 ч культивирования происходил пере-
ход в стационарную стадию роста, которая дли-
лась более 400 ч без заметного снижения ОП
культур (не показано).

Для дальнейших исследований физиолого-
биохимических показателей адаптации Y. lipolyti-
ca к длительному культивированию были выбра-
ны следующие точки: 18 ч (логарифмическая фа-
за), 40 ч (переход в стационарную фазу роста),
70 ч (стационарная фаза роста), 120 ч (поздняя
стадия стационарного культивирования). У ото-

бранных в эти точки клеток были определены:
уровень АФК, скорость дыхания, вклад альтерна-
тивной оксидазы митохондрий в общую дыха-
тельную активность, анализ активностей антиок-
сидантных ферментов (каталазы и СОД) и соот-
ношение восстановленной и окисленной форм
глутатиона.

Исследование уровня АФК в клетках Y. lipolyti-
ca. Показано, что уровень АФК в клетках Y. lipo-
lytica был минимальным в логарифмической фазе
роста, достигал максимального значения при пе-
реходе в стационарную (40 ч), после чего снижал-
ся примерно на 45–50% при переходе клеток в
позднюю стационарную фазу (рис. 2). Снижение
уровня АФК в поздней стационарной фазе свиде-
тельствовало об адаптации культуры и активации
антиоксидантных защитных механизмов.

Исследование скорости дыхания и активности
альтернативной оксидазы митохондрий Y. lipolytica.
Скорость дыхания является важнейшим показа-
телем энергетического статуса клеток, а включе-
ние в дыхание альтернативной оксидазы рассмат-
ривается как один из универсальных механизмов
ответа клеток на стрессовые воздействия различ-
ной природы. Индукция альтернативной оксида-
зы позволяет избежать “утечки” электронов из
электрон-транспортной цепи и снизить таким
образом генерацию АФК, которая делает процесс
дыхания менее энергетически выгодным [23].

Анализ интенсивности дыхания и вклада аль-
тернативной оксидазы митохондрий у клеток
Y. lipolytica (рис. 3) показал, что скорость дыхания
клеток достигала максимального значения в лога-
рифмической фазе роста (51 нг-атом O/мг сухой
биомассы), после чего клетки, по всей видимости,
проходили некий период адаптации, в течение
которого скорость уменьшалась в переходной фа-
зе более, чем в 3 раза, стабилизируясь в стацио-
нарной фазе роста на одном минимальном уровне
(рис. 3). У всех образцов клеток Y. lipolytica также
был исследован вклад альтернативной оксидазы
митохондрий в общую скорость дыхания (рис. 3).
Цианид-резистентность клеток Y. lipolytica была

Рис. 1. Кривая роста Y. lipolytica (ОП590) при культи-
вировании на среде YNB с глицерином в качестве ис-
точника углерода.
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Рис. 2. Уровень АФК (ед. флуоресценции, ЕФ × мг–1

сухой биомассы) в клетках Y. lipolytica в ходе продол-
жительного культивирования.
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минимальной в логарифмической стадии роста
(31% от общего дыхания клеток), далее наблюда-
лось возрастание активности альтернативной ок-
сидазы по мере перехода в стационарную фазу ро-
ста – от 61% от общего дыхания клеток в переход-
ной фазе до 68% в стадии устойчивого стационара
(рис. 3).

Определение активностей антиоксидантных
ферментов клеток Y. lipolytica. Во всех образцах
клеток была исследована активность ферментов
первой линии защиты против АФК – СОД и ка-
талазы. Показано, что активность СОД (рис. 4, 1)
постепенно увеличивалась по мере перехода кле-
ток в стационарную стадию роста (от 173 до
236 ед./мг белка) и достигала максимального зна-
чения в поздней стационарной стадии роста.

Активность клеточной каталазы (рис. 4, 2) уве-
личивалась примерно в 2.5 раза в стадии перехода
в стационарную фазу по сравнению с логарифми-
ческой фазой, а затем постепенно снижалась, до-
стигая уровня 18 ч роста в поздней стационарной
фазе.

Исследование соотношения восстановленной и
окисленной форм глутатиона Y. lipolytica. Соотно-
шение восстановленной и окисленной форм глу-
татиона в клетке является одним из важнейших
параметров, который характеризует уровень
окислительного стресса в клетке [24]. Значения
соотношения восстановленной и окисленной
форм глутатиона в клетках Y. lipolytica в логариф-
мической стадии и фазе перехода были практиче-
ски одинаковыми (0.9 ± 0.1) и уменьшались при-
мерно в 3 раза по мере перехода клеток в позднюю
стационарную фазу (0.3–0.4 ± 0.05) (рис. 5).

Анализ выживаемости клеток Y. lipolytica. Оцен-
ка выживаемости клеток Y. lipolytica на разных
стадиях роста проводилась методом Коха. Анализ
жизнеспособности клеток дрожжей Y. lipolytica
показал, что выживаемость клеток в ходе продол-
жительного культивирования постепенно снижа-
лась с 94% в 18 ч роста до ~80% в 120 ч (рис. 6).

Анализ энергетического статуса клеток Y. lipolyt-
ica по окрашиванию с потенциометрическим краси-
телем MitoTracker Red. Митохондрии выполняют
основную функцию в энергообеспечении клетки.
Состояние митохондрий в процессе старения
культуры оценивали цитометрически по окраске
с MitoTracker Red. Флуоресцентный краситель
MitoTracker Red несет на себе два положительно
заряженных атома азота (обладает катионными
свойствами), что позволяет ему накапливаться в
митохондриях живых клеток с отрицательным
мембранным потенциалом [25]. При анализе
энергетического статуса клеток Y. lipolytica [26] на
проточном цитометре оценивали распределение
клеток в зависимости от их флуоресценции после
окрашивания MitoTracker Red. Анализ энергети-
ческого статуса клеток Y. lipolytica показал, что в

Рис. 3. Вклад альтернативной оксидазы митохондрий
(1) и цианид-чувствительного дыхания клеток (2) в
общую скорость дыхания Y. lipolytica в ходе продол-
жительного культивирования.
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зависимости от уровня мембранного потенциала
митохондрии распределялись на группы с высоки-
ми, средними и низкими показателями (рис. 7). В
логарифмической фазе роста преобладали клетки
с высоким и средним потенциалом митохондрий –
до 97% (рис. 7а, б, д). При 40 и 70 ч культивирова-
ния сумма клеток с высокой и средней энергиза-
цией снижалась до 60%. В поздней стационарной
фазе роста суммарная доля клеток с высоким и
средним уровнем энергизации снижалась до 42%
(рис. 7в, г, д). Снижение энергетического статуса
совпадало со снижением уровня дыхания вслед-
ствие снижения уровня метаболизма в стацио-
нарной фазе (рис. 3).

Окрашивание клеток Y. lipolytica LysoTracker Red
DND 99. Лизосомы являются основными органел-
лами клетки, где происходит гидролиз различных
макромолекул. Они характеризуются высокой
концентрацией протонов и содержанием более
50 гидролаз с оптимальным рН ниже 6.36 [27].
Для детекции этих органелл в клетках использу-
ются специфические зонды на основе слабоос-
новных аминов, которые избирательно накапли-
ваются в клеточных компартментах с низким рН
и могут быть использованы для исследования
биосинтеза и патогенеза лизосом [28]. Зонды
группы LysoTracker, состоящие из флуорофора,
связанного со слабым основанием, лишь частич-
но протонируются при нейтральном pH, свобод-
но проникают через клеточные мембраны и
обычно концентрируются в сферических орга-
неллах клетки. Было проведено прижизненное
окрашивание клеток Y. lipolytica специфическим
зондом LysoTracker Red DND 99, в результате чего
было показано, что в клетках логарифмической
фазы роста наблюдалось слабое окрашивание
пристеночной области цитоплазмы без видимого
усиления флуоресценции в сферических органел-
лах (рис. 8а), в то время как в клетках поздней ста-

ционарной фазы были отчетливо видны сфериче-
ские области, которые можно отнести к лизосо-
мальным структурам (рис. 8г).

В результате проведенных исследований на
модели Y. lipolytica W29 была выполнена оценка
некоторых показателей физиологического старе-
ния в ходе продолжительного культивирования
дрожжей: параметров роста и основных показате-
лей окислительно-восстановительного статуса
клеток. Известно, что Y. lipolytica обладает полным
набором ферментов дыхательной цепи и точками
сопряжения, характерными для клеток млекопи-
тающих. В ходе эксперимента в логарифмической
фазе роста (18 ч) наблюдали высокую скорость ды-
хания, низкий уровень АФК (рис. 2), высокий уро-
вень соотношения GSH/GSSG (рис. 5) и относи-
тельно невысокую активность антиоксидантных
ферментов СОД и каталазы (рис. 4). Все вместе эти
экспериментальные факты свидетельствуют о вы-
соком восстановительном потенциале культуры в
этой фазе. Переход в стационарную фазу сопро-
вождался наибольшими изменениями в состоя-
нии клеток – уровень АФК возрастал почти в
3 раза (рис. 2), дыхательная активность снижа-
лась в 2.5 раза на фоне возрастания вклада альтер-
нативной оксидазы (рис. 3), а также возрастала
активность СОД и в большей мере активность ка-
талазы (рис. 4), что подтверждало развитие окис-
лительного стресса. Ранее при анализе неспеци-
фических изменений проницаемости внутренней
мембраны митохондрий в ходе роста и старения
культуры дрожжей Endomyces magnusii также на-
блюдали увеличение активности митохондриаль-
ных антиоксидантных ферментов и уровня АФК
[29]. По-видимому, высокая продукция АФК, на-
блюдаемая в этот период, приводит к индукции
альтернативного цианид-резистентного пути пе-
реноса электронов, который является элементом
антиоксидантной защиты, как показано в ряде
исследований [30–32]. При этом накопленных
ресурсов еще достаточно для поддержания соот-
ношения GSH/GSSG на уровне, соответствую-
щем логарифмической фазе роста: в этой стадии
развития деление клеток идет еще достаточно ак-
тивно.

Показатели окислительно-восстановительно-
го статуса в стадии глубокого стационара указы-
вали, с одной стороны, на снижение окислитель-
ного стресса, которое выражалось в некотором
снижении уровня АФК (рис. 2) и активности ка-
талазы (рис 4, 2), однако, падение соотношения
GSH/GSSG в 3 раза по сравнению с логарифми-
ческой стадией роста (рис. 5) отражало в целом
уменьшение восстановительного потенциала клет-
ки, что сопряжено со снижением способности
клеток к интенсивному росту и делению. Согласно
современным представлениям, снижение уровня
GSH ниже определенного порогового значения

Рис. 6. Выживаемость клеток Y. lipolytica.
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Рис. 7. Распределение клеток (%) в зависимости от интенсивности их флуоресценции (окраска потенциометрическим
красителем MytoTracker Red): а, б – 18 ч роста; в, г – 120 ч; а, в – гистограмма; б, г – точечные графики; д – распреде-
ление клеток по степени энергизации митохондрий: 1 – высокий потенциал; 2– средний потенциал; 3 – низкий по-
тенциал.
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ведет к появлению сигнала к развитию апоптоза,
который инициируется активацией рецептора
смерти или митохондриальным апоптоптотиче-
ским сигналингом [33]. Это предположение под-
тверждалось общим снижением энергетического
потенциала, которое характеризовалось умень-
шением доли клеточной популяции с высоким
мембранным потенциалом митохондрий (рис. 7д).

При длительном культивировании клеток ми-
тохондрии дрожжей претерпевают изменения,
определяющие их последующее существование и
их способность к пролиферации или переходу в
стадию относительного покоя [34]. Клетки Y. lipo-
lytica при снижении восстановительного потен-
циала после 70–120 ч культивирования сохраняли
высокую жизнеспособность на уровне 80%, что
может свидетельствовать об их переходе в состояние
высокой устойчивости к окислительному стрессу.

Способность клеток Y. lipolytica W29 сохранять
жизнеспособность в условиях продолжительного
роста может быть связана с процессами аутофагии.
При недостатке питательных веществ или факторов
роста аутофагия считается неселективным и целе-
направленным процессом, который приводит к
массовой деградации любого цитозольного белка

и других макромолекул для доставки необходи-
мых питательных веществ клеткам [35, 36]. Из-
вестно, что аутофагия может также избирательно
воздействовать на клеточные структуры, такие
как органеллы, ядерные компоненты, протеасомы,
белковые агрегаты и т.д. в случае селективного
цитопротекторного процесса. Результаты окра-
шивания показали, что количество активных ли-
зосом увеличивалось, либо их биогенез индуци-
ровался в стадии устойчивого стационара (рис. 8г),
что свидетельствовало о протекании процессов
аутофагии с участием лизосом. Это, в свою оче-
редь, объясняет, с одной стороны, падение выжи-
ваемости, то есть фактическую гибель ~20% кле-
точной популяции, которая может происходить
за счет аутофагии, а с другой – поддержание от-
носительно стабильной выживаемости остальной
части популяции.

При проведении исследований использовалось
оборудование Центра коллективного пользования
“Промышленные биотехнологии” Федерального
исследовательского центра “Фундаментальные ос-
новы биотехнологии” Российской академии наук.

Рис. 8. Визуализация лизосом после окрашивания LysoTracker Red DND-99 при помощи флуоресцентного микроско-
па: а, г – флуоресцентная микроскопия; б, д – оптическая микроскопия; в, е – наложение изображений.
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Physiological Adaptation Features of the Poly-Extremophilic Yarrowia lipolytica 
Yeast W29 During Long-Lasting Cultivation

N. N. Gesslerа, N. O. Ivanovaа, A. S. Kokorevaа, O. I. Kleinа, E. P. Isakovaа, and Y. I. Deryabinaа, *
a A.N. Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Center of Biotechnology

of the Russian Academy of Sciences, Moscow 119071 Russia
*e-mail: yul_der@mail.ru

The study of the redox and mitochondria state, as well as some other hallmarks of cell aging was performed
using the extremophilic yeast of Yarrowia lipolytica W29 during long-lasting cultivation for 120 h. An increase
in the ROS level upon the transition to the stationary growth phase was accompanied by a decrease in the cell
respiratory rates, an increase in the alternative oxidase share Moreover the activities of superoxide dismutase
and catalase rose. In the stationary growth phase, the ratio of glutathione/glutathione disulfide two-three-
fold decreased. Cytometric studies of the populations in vivo stained with a potentiometric mitotracker
showed a decrease in mitochondrial potential as the culture gets old. At the late stationary growth stage, some
lysosomal processes in the Y. lipolytica cells were induced that apparently increased the resistance to oxidative
stress and let the culture keep the survival rate at the level of 80%.

Keywords: stress, long-lasting cultivation, antioxidant enzymes, superoxide dismutase, catalase, reactive ox-
ygen species, Yarrowia lipolytica
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При использовании многостадийной очистки сукцинатдегидрогеназы (СДГ) получены препараты
в высокоочищенном состоянии. Ионообменная хроматография на ДЭАЭ-Sephacel позволила раз-
делить изоферменты СДГ1 и СДГ2 из листьев кукурузы в норме и при воздействии солевого стресса.
Удельная активность полученных препаратов СДГ колебалась от 0.623 до 1.095 Е/мг белка, при этом
выход составлял от 15.36 до 20.71%. Сравнительный анализ значений Kм, Vmax и рН-оптимумов изо-
ферментов СДГ показал незначительные изменения скорости реакции и сродства к субстрату у изо-
ферментов, полученных из проростков, инкубированных в условиях солевого стресса. Увеличение
значений Kм указывало на снижение сродства к субстрату у изоферментов (СДГ2), что может вызы-
вать изменение метаболических реакций при адаптации клетки к стрессовому воздействию.

Ключевые слова: Zea mays, сукцинатдегидрогеназа, изоферменты, солевой стресс, константа Миха-
элиса
DOI: 10.31857/S0555109922060034

Цикл трикарбоновых кислот (ЦТК) и дыхатель-
ная электрон-транспортная цепь (ЭТЦ) являются
важными компонентами клеточного энергетиче-
ского метаболизма и играют важную роль не только
в синтезе АТФ, но и в различных процессах адапта-
ции и развития у растений [1]. Одним из ключе-
вых ферментов, участвующих в обоих процессах,
связывающих ЦТК с ЭТЦ, является сукцинатде-
гидрогеназа (СДГ, КФ 1.3.99.1). СДГ катализирует
реакцию окисления сукцината до фумарата в ЦТК
за счет гидрофильных субъединиц А и В, в ЭТЦ
переносит электроны в пределах дыхательного
комплекса, восстанавливая убихинон до убихи-
нола межмембранными субъединицами С и D [2].
Кроме того, СДГ принимает участие в глюконео-
генезе, обеспечивая метаболизм сукцината, обра-
зованного в глиоксилатном цикле [3]. Поскольку
СДГ является ферментом, участвующим в функци-
онировании нескольких метаболических процессов
клетки, как катаболических, так и анаболических,
большое значение приобретает наличие молеку-
лярных форм фермента, обеспечивающих коор-
динацию этих процессов. Показано, что в щитках
кукурузы на ранних стадиях развития семян при-
сутствуют четыре изофермента СДГ [4]. По мере
развития в семенах происходит изменение соста-

ва молекулярных форм СДГ как в щитке [4], так и
в листьях. При нормальных условиях роста обна-
руживаются только две формы [5].

Механизмы регуляции функционирования
СДГ-системы при различных стрессовых воздей-
ствиях на растения остаются малоизученными, а
их понимание позволяет определить роль, которую
играют изоферменты в адаптационных процессах
у растений. Известно, что при солевом стрессе из-
быточное количество ионов Na+ вызывает осмоти-
ческий стресс, нарушающий метаболизм, нормаль-
ную физиологическую деятельность, процессы
фотосинтеза и дыхания [6]. Особое значение в
адаптации к стрессу играют ферментные системы,
участвующие в энергетическом и конструктив-
ном метаболизме. В частности, показана роль ма-
латдегидрогеназной системы и фумаратгидратазы в
метаболизме митохондрий в листьях кукурузы в
условиях хлоридного засоления [7, 8]. Изучение
биохимических особенностей, кинетических
свойств изоферментов СДГ позволяет оценить
адаптивную реакцию клеточного метаболизма на
воздействие стрессового фактора на уровне фер-
ментов.

Цель работы – получение высокоочищенных
препаратов изоферментов сукцинатдегидрогена-

УДК 577.151.32

EDN: VVLSFS
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зы из листьев кукурузы и изучение их основных
кинетических характеристик.

МЕТОДИКА
В качестве объекта исследования использовали

14-дневные растения кукурузы (Zea mays L.), вы-
ращенные гидропонным способом при темпера-
туре 20°C и 12-часовом световом дне и интенсив-
ности освещения 25 Дж/м2. Солевой стресс моде-
лировали инкубацией проростков в 150 мМ
растворе NaCl в тех же условиях выращивания.
Контрольные растения инкубировались в воде.

Активность СДГ определяли в гомогенате ли-
стьев кукурузы спектрофотометрическим методом
по падению оптической плотности реакционной
смеси при длине волны 600 нм в течение 5 мин
при 25°С в результате обесцвечивания 2,6-ди-
хлорфенолиндофенола (ДХФИФ) в ходе его вос-
становления. За единицу ферментативной актив-
ности принимали количество фермента, образу-
ющего 1 мкM продукта за 1 мин при 25°С [9].

Содержание белка в пробе определили по ме-
тоду Лоури [10].

Для получения высокоочищенных препаратов
СДГ использовали 3-стадийную схему очистки. Все
операции проводили при температуре 4°С. На
первой стадии навеску растительного материала
(1.0 г) гомогенизировали в соотношении 1 : 5 в
среде следующего состава: 50 мМ Трис-HCl бу-
фер, рН 7.5, 1 мМ ЭДТА, 10 мМ KCl, 1 мМ MgCl2,
0.4 М сахароза. Полученный гомогенат фильтро-
вали через 4 слоя марли, затем центрифугировали
в течение 5 мин при 1300 g. К супернатанту добав-
ляли кристаллический сульфат аммония до 20%
насыщения. Полученный осадок отделяли цен-
трифугированием 20 мин при 12000 g. В суперна-
тант вносили сульфат аммония до 60% насыще-
ния и вновь центрифугировали 20 мин при 12000
g. Осадок ресуспендировали в 2 мл среды, содер-
жащей: 10 мМ фосфатный буфер, рН 7.8, 0.01%-
ный тритон Х-100, 20 мМ сукцинат натрия.

Полученный ферментный препарат наносили
на колонку (1.5 × 20 см), заполненную сефадексом
G-25 (“Pharmacia”, Швеция), для освобождения от

солей и низкомолекулярных примесей. Элюцию
осуществляли 10 мМ фосфатным буфером, рН 7.8,
содержащим 20 мМ сукцинат натрия, со скоро-
стью 30 мл/ч. Собранные активные фракции на-
носили на колонку (1.5 × 15 см) с ДЭАЭ-Sephacel
(“Sigma-Aldrich”, США), предварительно урав-
новешенную 30 мМ фосфатным буфером, рН 7.8,
содержащим 30 мМ KCl. Десорбцию фермента
осуществляли линейным градиентом концентра-
ции KCl от 0.03 до 0.2 М с 20 мМ фосфатным бу-
фером, рН 6.2, с 20 мМ сукцинатом натрия.

Гомогенность активных фракций СДГ оцени-
вали электрофоретическим методом [1]. Для спе-
цифического проявления на активность СДГ ис-
пользовали тетразолиевый метод со средой следу-
ющего состава: калий-фосфатный буфер – 0.1 М,
рН 7.5, 0.1 М сукцинат натрия, 0.5 мг/мл нитроси-
него тетразолия и 1 мг/мл феназинметасульфата
[12].

Для выявления молекулярной массы получен-
ных препаратов СДГ использовали гель-хромато-
графию на колонке (2 × 40 см) с сефадексом G-200
(“Pharmacia”, Швеция) [12]. Свободный объем ко-
лонки определяли с помощью голубого декстрана
(“Serva”, ФРГ).

Определение величины константы Михаэлиса
(Км) и максимальной скорости (Vmax) для изофер-
ментов СДГ из листьев кукурузы проводили по
методу Лайнуивера-Берка в системе двойных об-
ратных координат [12].

Определение pH-оптимума проводили по гра-
фику зависимости активности фермента от раз-
личных значений pH.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Из гомогената листьев контрольных растений

кукурузы, выращенных в условиях солевого
стресса получены гомогенные препараты СДГ в
результате проведения 3-стадий очистки. Резуль-
таты представлены в табл. 1 и 2.

После десорбции фермента с ДЭАЭ-Sephacel
линейным градиентом КCl (30–200 мМ) были по-
лучены два препарата в опыте и контроле, облада-
ющих активностью сукцинатдегидрогеназы. Изо-

Таблица 1. Очистка сукцинатдегидрогеназы из листьев кукурузы, выращенной в стандартных условиях (n = 3, p < 0.05)

Стадия Белок,
мг

Общая
активность,

E

Удельная 
активность,
Е/мг белка

Выход, % Степень
очистки

Гомогенат 31.420 0.425 0.014 100 1
Фракционирование (NH4)2SO4 20–60% 5.689 0.312 0.055 73.41 3.93
Гель-фильтрация на сефадексе G-25 3.756 0.285 0.076 67.06 5.43
Хроматография
на ДЭАЭ-Sephacel

0.085 0.088 1.035 20.71 73.93
0.074 0.081 1.095 19.06 78.21
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ферменты, выделенные из гомогената листьев ку-
курузы, выращенной в обычных условиях, имели
удельные активности: 0.623 первый и 1.095 Е/мг
белка второй, при этом степень очистки состави-
ла 41.33 и 73.00, выход – 15.36 и 16.64% соответ-
ственно. Удельная активность СДГ из листьев
растений, подвергнутых солевому стрессу, состави-
ла 1.035 Е/мг для первого изофермента и 1.095 Е/мг
белка для второго, степень очистки 73.93 и 78.21,
при выходе – 20.71 и 19.06% соответственно.

Изоферменты СДГ, полученные как из ли-
стьев контрольных растений, так и выращенных в
присутствии 150 мМ NaCl, отличались по степени
сорбции на колонке с ДЭАЭ-Sephacel (рис. 1).
ДЭАЭ-Sephacel является слабым анионообмен-
ником и имеет положительный заряд. По данным
литературы теоретическая изоэлектрическая точ-
ка (pI) СДГ равна 6.34, а значения pI зависят от
анализируемого изофермента [13]. В среде с pH
выше изоэлектрической точки белки проявляют
отрицательный суммарный заряд и связываются
с анионообменником. СДГ проявляла наиболь-
шую стабильность и каталитическую активность
в диапазоне pH от 7.0 до 8.0, что выше pI фермента.
Результаты исследования показывают, что СДГ1
контрольных растений и СДГ1 из растений, под-
вергшихся солевому стрессу, десорбировалась с
колонки ДЭАЭ-Sephacel при концентрации KCl
81.0 мМ и 89.5 мМ соответственно. Второй изо-
фермент из контрольных растений элюировался
при концентрации 149 мМ KCl, а из растений в
условиях солевого стресса элюирование происхо-
дило при 166 мМ KCl (рис. 1). Эти различия в вели-
чине концентрации для десорбирования изофер-
ментов СДГ из листьев кукурузы предполагают
различие их поверхностного заряда. Увеличение
концентрации КСl, необходимой для десорбции
изоферментов с ионообменника ДЭАЭ-Sephacel,
соотносится с изменением их заряда в отрица-
тельную сторону, что является характерным для
растений, подвергшихся солевому стрессу, чему
способствует также подщелачивание матрикса
митохондрий таких растений [14].

Диск-электрофорез в полиакриламидном геле
с применением общего проявления белка нитра-

том серебра подтвердил гомогенность получен-
ных препаратов всех четырех изоферментов. При
проявлении наблюдали только одну белковую по-
лосу в каждом образце активных фракций, полу-
ченных после очистки на ДЭАЭ-Sephacel (рис. 2а).
При проведении специфического проявления
препаратов изоформ на активность СДГ, выде-
ленных их контрольных растений и выращенных
в условиях засоления, были получены по 2 полосы,
с электрофоретической подвижностью для пер-
вого изофермента – 0.34 и 2 полосы для второго –

Таблица 2. Очистка сукцинатдегидрогеназы из листьев кукурузы, выращенной в условиях засоления (n = 3, p < 0.05)

Стадия Белок, мг Активность 
СДГ, E

Удельная
активность, 
Е/мг белка

Выход, % Степень
очистки

Гомогенат 41.256 0.625 0.015 100 1
Фракционирование (NH4)2SO4 20, 60% 22.654 0.396 0.017 63.36 1.13
Гель-фильтрация на сефадексе G-25 16.856 0.294 0.018 47.04 1.2
Хроматография
на ДЭАЭ-Sephacel

0.154 0.096 0.623 15.36 41.33
0.095 0.104 1.095 16.64 73.00

Рис. 1. Профиль элюции с колонки ДЭАЭ-Sephacel
изоферментов сукцинатдегидрогеназы из листьев ку-
курузы: а – контрольные растения, б – растения, под-
вергшиеся действию 150 мМ хлорида натрия.
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0.23 (рис. 2б). На этом основании можно сделать
вывод о том, что в листьях кукурузы после засоления
присутствуют изоферменты с одинаковой элек-
трофоретической подвижностью СДГ1 и СДГ2.

При проведении гель-хроматографии на ко-
лонке с сефадексом G-200 были установлены моле-
кулярные массы выделенных изоформ СДГ из кон-
трольных растений и растений, подвергшихся соле-
вому стрессу. Величина молекулярной массы
изоформ из контрольных и опытных растений сов-
падала и для СДГ1 составила 105 кДа, а для СДГ2 –
134 кДа.

Полученные результаты согласуются с данны-
ми предыдущих исследований, согласно которым
показано наличие двух изоферментов СДГ в ли-
стьях кукурузы [5], в листьях гороха [15], а также в
корнях сладкого картофеля [16]. Эти две формы
являются конститутивными и различаются по
своей структурной организации: первая - гетеро-
димерный изофермент (СДГ1), а вторая - гетеро-
тетрамерный (СДГ2) [17].

Были изучены кинетические свойства Kм, Vmax
и pH оптимумы каждого изофермента, получен-
ного из контрольных и опытных растений куку-
рузы.

Два изофермента СДГ из листьях проростков
кукурузы проявляли сходные кинетические свой-
ства как в контроле, так и в проростках в условиях
кратковременного солевого стресса. Для изофер-
мента СДГ1 значение константы Михаэлиса со-
ставило 1.08 мМ, что незначительно отличалось
от Kм фермента, полученного из растений, под-
вергнутых стрессу – 1.13 мМ (табл. 3). Величины
Kм для второго изофермента СДГ в опыте и кон-

троле имели достоверные различия и составляли
1.23 и 1.18 мМ соответственно. Полученные зна-
чения Kм для изоферментов СДГ контрольных об-
разцов указывают, что СДГ2 проявляла несколько
меньшее сродство к субстрату по сравнению с
СДГ1. Эта тенденция сохранялась и у изофермен-
тов, полученных из листьев проростков в условиях
солевого стресса. Результаты проведенного ана-
лиза кинетической характеристики исследуемых
изоферментов свидетельствуют о большем срод-
стве к субстрату изофермента СДГ1, что, вероят-
но, обуславливает его большую кинетическую ак-
тивность.

При расчете Vmax для изоферментов СДГ из ли-
стьев кукурузы в норме и в условиях засоления
анализируемая величина изменялась для обоих
форм фермента. Величина Vmax как для СДГ1, так
и СДГ2 в экспериментальных растениях увеличи-
валась в 1.17 и 1.27 раза соответственно (табл. 3).
Таким образом, данные по Vmax для изоформ СДГ
свидетельствовали об увеличении каталитиче-
ской активности при воздействии 150 мМ хлори-
да натрия на кукурузу.

Изменения величин Kм и Vmax обоих исследуе-
мых изоферментов СДГ при воздействии на рас-
тения солевого стресса возможно объясняются
модификациями их белковых компонентов, обу-
словленные изменением рН матрикса митохон-
дрий [14], что находит отражение в кинетике ре-
акции [18]. Анализ величины Vmax/Kм изоформ
СДГ свидетельствует, что наибольшее сродство к
субстрату проявляли ферменты растений в усло-
виях воздействия на них солевого стресса. Значе-
ния Vmax/Kм для СДГ1 и СДГ2 из контрольных

Рис. 2. Электрофорез очищенных фракций СДГ из листьев кукурузы (а) и специфическое проявление на активность
(б). 1 – СДГ1 контроль, 2 – СДГ1 NaCl, 3 – СДГ2 контроль, 4 – СДГ2 NaCl.
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растений были в 1.17 и 1.27 раза соответственно
ниже, чем у изоформ из растений при воздей-
ствии солевого стресса, что свидетельствует о
большем сродстве к сукцинату изоформы СДГ2.
Кроме того, при повреждении, в том числе и при
солевом стрессе, происходит некоторое измене-
ние субстратной специфичности, делая возмож-
ными дополнительные метаболические реакции,
некоторые из которых имеют потенциальное фи-
зиологическое значение [19, 20]. Показано, что в
условиях солевого стресса происходит модуляция
величины рН цитозоля мембранных органоидов
клетки, в том числе за счет перераспределения ва-
куолярного пула протонов [21]. Изменение зна-
чений рН матрикса митохондрий сказывается на
конформационных состояниях белковых компо-
нентов изоферментов СДГ, что находит отраже-
ние в изменении сродства к субстрату.

Изменение рН влияет на структуру белка, а
снижение активности фермента за пределами оп-
тимального рН определяется природой амино-
кислот в активном центре, который подвергается

протонированию и депротонированию, а также
конформационными изменениями, вызванными
ионизацией аминокислот. Изучение зависимости
активности изофермента СДГ от рН среды пока-
зало, что достоверных различий между опытны-
ми и контрольными образцами по изоферменту
СДГ1 нет. Максимальная активность фермента
для СДГ1 наблюдалась при рН 7.6 и в контроле и
фракциях фермента, полученных из растений, под-
вергнутых солевому стрессу. Оптимальное значе-
ние pH для СДГ2 понизилось с 8.0 pH до 7.8 pH по-
сле воздействия солевого стресса в течение 24 ч
(рис. 3).

Таким образом, применение разработанной
схемы очистки СДГ, включающей ионообменную
хроматографию, позволило получить изоформы
исследуемого фермента в высокоочищенном со-
стоянии. Два изофермента СДГ1 и СДГ2 десорби-
ровались с ДЭАЭ-Sephacel при различных концен-
трациях хлорида калия, что предполагает различие
в организации их полипептидов, в частности, по-

Таблица 3. Значения kм и Vmax по сукцинату для изоферментов сукцинатдегидрогеназы из листьев кукурузы

СДГ Изофермент Км, мМ Vmax, мкмоль/мин Vmax/Км

СДГ1 Контроль 1.08 ± 0.03 0.174 ± 0.005 0.16
СДГ2 Контроль 1.18 ± 0.01 0.233 ± 0.002 0.20
СДГ1 24 ч NaCl [150 мМ] 1.13 ± 0.04 0.204 ± 0.008 0.18
СДГ2 24 ч NaCl [150 мМ] 1.23 ± 0.06 0.296 ± 0.015 0.24

Рис. 3. pH-оптимум для изоферментов сукцинатдегидрогеназы из листьев кукурузы. 1 – СДГ1 контроль, 2 – СДГ1 NaCl,
3 – СДГ2 контроль, 4 – СДГ2 NaCl.
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казано, что молекулярная масса изоформы СДГ1
составляет 105 кДа, а для СДГ2 – 134 кДа.

Сравнительный анализ полученных значений
Kм и значений рН-оптимума изоферментов СДГ
из листьев кукурузы в контрольных растениях и
при воздействии 150 мМ хлорида натрия, показал
незначительное снижение каталитической актив-
ности изоферментов, полученных из проростков,
инкубированных в условиях солевого стресса.
Наблюдаемое увеличение значений Kм указывало
на небольшое снижение сродства к субстрату у
этих двух изоферментов, что может быть необхо-
димым для протекания дополнительных метабо-
лических реакций при адаптации клеточного ме-
таболизма к условиям стресса [19].
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Purification and Some Kinetic Characteristics of Succinate Dehydrogenase Isoenzymes 
from Corn Leaves under Salt Stress

A. T. Eprintsevа, *, D. N. Fedorinа, and O. Kh. Flores Karoа

а Voronezh State University, Voronezh, 394018 Russia
*e-mail: bc366@bio.vsu.ru

When using multistage purification of succinate dehydrogenase (SDH), its preparations were obtained in a
highly purified state. Ion-exchange chromatography on DEAE-Sephacel was the key step that made it possi-
ble to separate isoenzymes of the studied enzyme from corn leaves in normal conditions and under salt stress.
The specific activity of the resulting SDH preparations ranged from 0.623 to 1.095 U/mg protein, with the
yield ranging from 41.33 to 78.21%. Comparative analysis of the obtained Km values and the pH optimum of
the obtained succinate dehydrogenase isoenzymes shows a slight decrease in the activity of isoenzymes ob-
tained from seedlings incubated under salt stress. An increase in Km values indicates a decrease in the affinity
for the substrate in these two isoenzymes, which may cause the transformation of metabolic reactions during
cell adaptation to stress.

Keywords: Zea mays, succinate dehydrogenase, isoenzymes, salt stress, Michaelis constant
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Микроводоросли в широком смысле (зеленые, красные, бурые, диатомовые, а также цианобакте-
рии) более полувека находятся в центре внимания ученых и технологов как ценные и экономичные
продуценты пищевых добавок, косметических средств, лекарственных препаратов, биологических
удобрений, биотоплива, а также при очистке сточных вод (биоремедиации). В последние годы значение
микроводорослей все в большей мере рассматривается в терминах их пробиотической функции – в каче-
стве нормализаторов микробиоты организма человека (и хозяйственно важных животных), источников
биологически активных соединений, включая гормоны, нейромедиаторы и иммуностимуляторы.
Отдельный подраздел посвящен потенциальному влиянию микроводорослей и их продуктов на
мозг и психику в роли психобиотиков. Помимо этого, содержащиеся в микроводорослях олигосаха-
риды и некоторые другие органические соединения позволяют рассматривать их как пребиотики
(стимуляторы резидентной микробиоты организма человека). Наконец, фрагменты клеток микро-
водорослей, их капсульные структуры и межклеточные материалы (альгинат, каррагинан и др.) могут
оказывать полезное влияние на организм, выступая в роли метабиотиков (термин Б.А. Шендерова).

Ключевые слова: микроводоросли, водные экосистемы, биотехнология, фармакология, нейромеди-
аторы, иммуностимуляторы, пробиотики, психобиотики, пребиотики, метабиотики
DOI: 10.31857/S0555109922060125

Настоящая работа посвящена междисципли-
нарной теме – своего рода точке пересечения
экологии, биотехнологии и медицины [1–6]. В ней
обсуждаются потенциальные функции микроводо-
рослей в организме человека, в роли пробиотиков,
психобиотиков, пребиотиков, метабиотиков. Все
эти роли микроводоросли могут выполнять в
рамках консорциума организм человека (или жи-
вотного) – симбиотическая микробиота. Данный
важный с физиологической и медицинской точки
зрения консорциум рассматривается как минико-
пия других природных биоценозов, в состав кото-
рых входят микроводоросли как важный компо-
нент трофических и регуляторных взаимодействий
в водных, почвенных и иных естественных и ис-
кусственных экосистемах.

Микроводоросли как объекты биотехнологии.
По несколько условной классификации, водо-
росли вообще делятся на две основные группы:
макро- и микроводоросли. Если макроводоросли –
это макроскопические многоклеточные организ-
мы, достигающие до 65 м в длину, то рассматривае-
мые здесь микроводоросли представляют собой

микроскопические одноклеточные, колониальные
или нитевидные организмы с размерами от ~1 до
~900 мкм. Предполагается существование при-
мерно 800000 видов микроводорослей, из кото-
рых описано не менее 50000 видов [7]. Большое
количество видов микроводорослей может обес-
печить широкий спектр возможных применений.
Таксономически микроводоросли включают эу-
кариот, в частности представителей царства Vir-
idiplantae зеленые (отдел Chlorophyta), красные
(отдел Rhodophyta) водоросли, царства Strameno-
phila (золотистые водоросли в широком значе-
нии, Ochrophyta и Prymnesiophyta), а также про-
кариот – цианобактерий (отделы Nostocales, Os-
cillatoriales и др.). Микроводоросли в настоящее
время важны как источники фармацевтических
препаратов, нутрицевтиков (пищевые добавки
и др.), косметических средств, биотоплива, био-
удобрений, кормов для различных животных,
агентов для очистки сточных вод [5]. Все указанные
приложения микроводорослей находятся в орбите
“промышленного использования биологических
процессов и агентов на основе получения высо-
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коэффективных форм микроорганизмов, культур
клеток и тканей растений и животных с заданны-
ми свойствами” [8], т.е. биотехнологии – любого
технологического приложения, которое исполь-
зует биологические системы, живые организмы
или их производные для создания или модифика-
ции продуктов или процессов (https://www.cbd.int/
convention/text, см. также [9]).

В частности, к “рабочим лошадкам” современ-
ной биотехнологии (табл. 1) относятся многие ви-
ды зеленых водорослей родов Chlorella, Dunaliella,
Scenedesmus, Haematococcus, Chlamydomonas, Botyo-
coccus, Chlorococcum, которые имеют потенциаль-
ные или уже актуальные применения как лекар-
ственные, диетические, косметические средства.
В биотехнологии, в том числе медицинской, при-
менимы и микроскопические красные водоросли
(отдел Rhodophyta), например, виды рода Porphyrid-
ium. Что касается цианобактерий, отметим широ-
ко применяемые ныне продуценты ценных соеди-
нений (от косметики и пищевых добавок до фарма-
цевтических средств) – виды родов Arthrospira (вид
A. platensis (Spirulina platensis по устаревшей номен-
клатуре), применявшийся в пищу еще ацтеками в
Центральной Америке и племенами в районе озера
Чад в Африке, Nostoc (N. commune применяется для
био-очистки, или ремедиации, техногенно загряз-
ненных почв, [10]), Anabaena и Aphanizomenon.

По существующим международным оценкам,
глобальный рынок продуктов микроводорослей в
2022 г. будет соответствовать 3.3 млрд. долларов
США, причем особенно большой вклад внесут
фармацевтическая и пищевая промышленность,
учитывая заботу людей о своем здоровье, интерес
к экологичным альтернативам продуктам хими-
ческого синтеза, а также все большее распростра-
нение на планете хронических заболеваний [5].
Среди лидирующих компаний в области биотех-
нологии микроводорослей отметим “Algae Tec”
(Австралия), “Pond Biofuels Incorporated” (Канада),
“Cyanotech” и “Algae Systems” (США).

Перспективы современной биотехнологии
микроводорослей, включая в первую очередь ее
биомедицинские аспекты, во многом связаны с
внедрением синтетической биологии как “инже-
нерного подхода” к геному, который можно ме-
нять и собирать по-новому, чтобы модифициро-
вать функции генов [11]. Например, создать мик-
роводоросль, которая будет флоккулировать
(выпадать в осадок, который легко отфильтровать
для сбора биомассы) “по команде” биотехнолога
или вырабатывать интересующий биотехнолога
продукт в ответ на добавление в среду сигналов
бактериальных систем коммуникации (quorum-
sensing), гены для которых будут внедрены из
бактериальной ДНК в геном этих микроводо-
рослей [11].

Перспективы внедрения могут быть связаны
также с широким использованием феномики, опи-
рающейся на обширные базы данных по важным
признакам (фенотипам) микроводорослей, для
прицельного поиска среди природных и генно-мо-
дифицированных организмов, оптимальных био-
технологических объектов, которые, например,
сочетают высокую скорость роста с высоким
удельным выходом целевого продукта (например,
полезного для здоровья человека антиоксиданта
– астаксантина) [11].

Кроме того возможно внедрение в биотехно-
логию Интернета вещей (IoT), что подразумевает
применение автоматики, сенсоров, обучающихся
роботов для создания самоприспосабливающихся
биотехнологических процессов, реагирующих и
адаптирующихся к любым изменениям условий;
причем, у реального биотехнологического про-
цесса на базе постоянно поступающей сенсорной
информации создается его цифровой “двойник”,
т.е. виртуальный процесс, позволяющий прогно-
зировать развитие реального процесса и вносить
необходимые технологические изменения, с це-
лью повышения выхода биомассы и целевых био-
технологических продуктов и уменьшения коли-
чества отходов производства [11].

Медицинские приложения. Микроводоросли и
их продукты обещают революционизировать
фармакологическую индустрию, поскольку пред-
ставляют экологичную альтернативу химически
синтезированным фармакологическим средствам
лечения и профилактики разнообразных заболе-
ваний, в том числе диабета различных типов, мета-
болического синдрома и ожирения, сердечно-сосу-
дистых заболеваний, злокачественных опухолей,
воспалительных процессов, болезни Альцгеймера,
депрессии и других расстройств психической сфе-
ры, разнообразных бактериальных, грибковых и
вирусных инфекций. Эти полезные в медицинском
аспекте эффекты микроводорослей обусловлены
присутствием в них компонентов, обладающих
антиоксидантной, фотопротекторной, гелеобразу-
ющей, увлажняющей, антимикробной, антивирус-
ной и другими активностями, в том числе наличием
полисахаридов (особенно сульфатированных), ка-
ротиноидов, фикобилипротеинов (у цианобакте-
рий), липидных компонентов (особенно ненасы-
щенных жирных кислот, НЖК), витаминов и мно-
гих других химических соединений [4–6, 12–17].

Подчеркнем важную в медицинском аспекте
способность компонентов водорослей нейтрали-
зовать свободные радикалы. В частности, кароти-
ноиды микроводорослей имеют не менее трех
способов тушения свободных радикалов, в част-
ности, активных форм кислорода (что во многом
обусловливает фотопротекторное, противовос-
палительное, омолаживающее, антиканцероген-
ное действие этих компонентов) [18]:
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Car + R* → Car+ + R– (перенос электрона),
Car + R* → [Car…R] (образование радикального

аддукта),
Car + R* → Car(-H)* + RH (перенос протона),

где Car – каротиноид, R* – свободный радикал.
Приведенные процессы особенно характерны
для такого активного тушителя радикалов, как

астаксантин, который содержит реагирующие с
радикалами полярные группировки [18].

Фармакологическое и профилактическое при-
менение находят как отдельные компоненты
микроводорослей, так и препараты цельной био-
массы водорослей. Так, биомасса Chlorella sp.
способствует заживлению желудочных язв и ран,
ускоряет синтез мышечной ткани и повышает

Таблица 1. Примеры микроводорослей (включая цианобактерии) – важных объектов современных биомедицин-
ских технологий

Примечание: ФПД – функциональная пищевая добавка, что предполагает нормализующий микробиоту и улучшающий те-
лесное и психическое здоровье эффект наряду с более специфическими аспектами влияния на организм (например, с омо-
лаживающим, транквилизирующим или анти-аллергенным действием).

Род и репрезентативные 
виды Важные применения [4, 5, 14–16, 19].

Цианобактерии (Cyanobacteria)
Arthrospira
A. platensis
A. maxima

ФПД, лечение рака, аллергий, косметика

Nostoc
N. commune

ФПД добавка, косметика

Aphanizomenon
А. flos-aquae

ФПД (в литературе подчеркивается необходимость контроля токсичности)

Зеленые водоросли (Chlorophyta)
Chlorella
С. vulgaris
C. pyrenoidosa

ФПД, иммуностимулятор, косметика

Scenedesmus
S. quadricauda
S. obliquus

ФПД, косметика

Dunaliella
D. salina
D. maritima

ФПД, источник фармацевтических средств на базе β-каротина и глицерола, 
косметика, кардиопротектор

Haematococcus
H. pluvialis

ФПД, источник астаксантина как антиоксиданта, косметика, средство 
от ожирения

Chlorococcum
C. infusionum

Источник астаксантина

Красные водоросли (Rhodophyta)
Porphyridium
P. cruentum

Косметика, кардиопротектор, протвовоспалительное средство

Охровые водоросли (Ochrophyta)
Phaeodactylum
P. tricornutum

ФПД, средство от ожирения

Nitzschia
N. frigida

Средство от ожирения

Chaetoceros
C. affinis

Антимикробный агент

Nannochloropsis
N. oculate

ФПД (обогащен ω−3-НЖК), косметика, средство от ожирения

Гаптофитовые водоросли (Haptophyta)
Isochrysis
I. galbana

Косметика, кардиопротектор, противовоспалительное средство
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секрецию анаболических гормонов. Добавление в
пищу 6 г биомассы хлореллы в течение дня
значительно снижает риск осложнений беремен-
ности (анемия, протеинурия, водянка) [5, 18].

Микроводоросли родов Chlorella, Dunaliella,
Haematococcus, а также цианобактерии p. Arthro-
spira, Aphanizomenon, Nostoc в роли продуктов пи-
тания или пищевых добавок соответствуют меж-
дународной категории “в целом признаны без-
опасными” (Generally Regarded As Safe, GRAS),
однако при их использовании необходим анализ
на возможную токсичность [4, 19]. Микроводо-
росли являются важным источником белка (гло-
бальная потребность в белке водорослей превы-
сила 700 млн долларов США в 2019 г. и продолжает
расти [5]). Прогнозируется, что к середине теку-
щего столетия на долю водорослей будет прихо-
диться до 18% источников белка на мировом рын-
ке [20]. Микроводоросли – ценные источники
незаменимых аминокислот, углеводов (напри-
мер, глюкозы и крахмала), витаминов В1, В2, В5,
В6, В9, В12, A, C и E, биотина, каротиноидов и дру-
гих диетически и фармакологически ценных пиг-
ментов, включая фикобилипротеины в случае ци-
анобактерий [12, 13, 20]

Микроводоросли применяются в пищу самосто-
ятельно в виде жидких культур, капсул, таблеток,
порошков или в форме добавок к многообразным
пищевым продуктам (соусы, десерты, йогурты,
сыры, в том числе плавленые, творог и другие
молочные продукты, паста и другие макаронные
изделия, хлеб, стейки, колбасы и др. [4, 5, 19]).
Желатинирующие и стабилизирующие свойства
компонентов биомассы многих водорослей, их
способность функционировать как загустители
пищевых продуктов обусловливают широкое
применение таких выделяемых из биомассы про-
дуктов, как альгинат и каррагинан [19].

Основной компонент биомассы хлореллы – β-
1,3-глюкан действует как иммуностимулятор, ан-
тиоксидант, он снижает концентрацию липидов в
крови [4, 5]. В роли лечебного питания и БАД,
C. vulgaris и другие виды хлореллы производятся
компаниями “Chlorella Manufacturing and Co”.
(Тайвань), “Klötze” (Германия), “Ocean Nutrition”
(Канада) [5]. В России один из брендов Оргтиум®
(хлорелла, прессованная в таблетки; https://
fitomarket.ru/catalog/zdorovoe_pitanie/superfudy/
khlorella; под тем же брендом выпускается био-
масса Arthrospira как “Спирулина”). Китайский
аналог представляет продукт “Natural Chlorella
Tablet”, производимая компанией “Qingdao Vital
Nutraceutical Ingredients Bioscience Co.” (https://
www.made-in-china.com/products-search/hot-chi-
na-products) [21].

Существенный интерес вызывает применение
полисахаридов, в том числе сульфатированных,
из микроводорослей (включая цианобактерии),

которые обладают антиоксидантными, противо-
воспалительными, иммуномодулирующими и про-
тивовирусными свойствами, а также используются
для лечения суставов. Наиболее популярны Tet-
raselmis sp., Isochrysis sp., Porphyridium cruentum и
Porphyridium purpureum, в дополнение к различ-
ным видам хлореллы [22].

К преимуществам хлореллы относятся высо-
кие концентрации в ее биомассе аскорбиновой
кислоты, ионов K+, Na+, Mn2+, Ca2+. Chlorella vul-
garis соперничает с Arthrospira platensis в роли цен-
ного для вегетарианцев источника витамина В12,
который присутствует в биомассе хлореллы в
подходящей для человеческого организма биоло-
гически активной форме метилкобаламина [23].
Выращивание при низкой интенсивности света
способствует накоплению в составе биомассы Chlo-
rella sp. ценных ненасыщенных НЖК, а именно
α-линоленовой кислоты [5].

На мировом рынке представлены также такие
изолированные из микроводорослей фармаколо-
гически ценные вещества, как астаксантин из
Haematococcus pluvialis под брендом Spirulina
(“Earth Spirulina Group, ES Co”., Ю. Корея), ре-
комендованный для снижения содержания липи-
дов в организме [24, 25], эйкозапентаеновая кис-
лота (ЭПК) из Nannochloropsis sp. (“Almega®PL”,
“Qualitas Health”, США), уменьшающая уровень
холестерина в крови [5, 26], и докозагексаеновая
кислота (ДГК) из Schizochytrium limacinum (“Maris
DHA Oil, IOI”, Германия) – средство от ревмато-
идного артрита [27].

К биотехнологически важным пигментам
микроводорослей, кроме астаксантина, принад-
лежат также другие каротиноиды, особенно β-ка-
ротин, ликопин, зеаксантин, кантаксантин и др.
Интенсивно окрашенный оранжевый β-каротин
служит предшественником важного для зрения и
иммунной системы витамина А и обладает анти-
оксидантными свойствами, а также выступает
как ценный пищевой краситель (колорант) [4, 5].
Зеленая микроводоросль Dunaliella salina содер-
жит до 12–14% β-каротина от сухого массы. β-Ка-
ротин из D. salina производится компаниями
“Earthrise Nutritionals” (США), “Nature Beta Tech-
nologies Cognis” (Австралия). Из-за отсутствия ри-
гидной клеточной стенки, а также высокого содер-
жания белка биомасса водорослей рода Dunaliella
легко усваивается и, в частности, используется в
хлебопекарной промышленности, а также в каче-
стве корма для рыб и скота [5, 13, 28–30].

На базе микроводорослей приготовляют экс-
тракты (например, для использования в салонах
красоты), альгиновые кислоты (применяемые в
виде масок), а также эфирные масла. Полезные
эффекты препаратов из микроводорослей связаны
с их эффективностью в качестве увлажняющих
кожу (или напротив, удаляющих лишнюю жид-
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кость в роли дренажа), уплотняющих, пигменти-
рующих (окрашивающих), омолаживающих, от-
беливающих кожу, солнцезащитных средств
[4, 5, 22].

Находят все возрастающее применение продук-
ты генно-модифицированных микроводорослей
[12]. Например, генноинженерными методами на
базе Chlamydomonas reinhardtii были получены анти-
тела [31], вакцины, эритропоэтин, вирусный белок
28 (VP 28) [32], иммуноконъюгированные цитоток-
сины для прицельного уничтожения раковых кле-
ток [11]; антитела в готовой для введения в орга-
низм и борьбы с возбудителями форме выделяются
в среду также генномодифицированными клетка-
ми Phaeodactylum tricornutum [11].

Микроводоросли в качестве пробиотиков. В связи
с медицинскими приложениями микроводорос-
лей встает вопрос об их использовании в качестве
пробиотиков (термин впервые предложен немец-
ким нутрициологом Вернером Коллатом в 1950 г.,
который противопоставлял их более рискован-
ным антибиотикам, см. [33]). Согласно термино-
логии Всемирной организации здравоохранения
[34] пробиотики рассматривают как “живые мик-
роорганизмы, которые, будучи применёнными в
адекватных количествах, улучшают здоровье ор-
ганизма-хозяина”.

Термин “пробиотик” происходит от греческих
слов “pro” и “bios”, что означает “для жизни”, и
обозначает живые микроорганизмы, которые по-
могают улучшить здоровье организма-хозяина
при введении в адекватных количествах и как
часть сбалансированной диеты [13]. Пробиотики
поступают на рынок в форме лекарственных пре-
паратов, биологически активных добавок (БАД) к
пище, продуктов питания на основе живых орга-
низмов.

Пробиотикам и их преимуществам посвящены
последние работы профессора Б.А. Шендерова
[35–39].

Дискуссионный вопрос – в какой мере микро-
водоросли могут быть рассмотрены как пробиоти-
ки? В литературе ссылаются на то, что хотя добав-
ление живых микроводорослей в корм улучшает
здоровье и жизнеспособность морских животных
(рыб, беспозвоночных), однако для большинства
из них отсутствуют научные доказательства поль-
зы пробиотиков – как судьба микроводорослей в
корме, так и их влияние на микробиоту кишечни-
ка животных, остаются не исследованными [13].
В отличие от классических пробиотиков (лакто-
бацилл, лактококков, бифидобактерий и др.), нет
убедительных данных о выживаемости микрово-
дорослей в кишечнике с сохранением достаточно
высокой плотности их популяции. Существенные
надежды, по мнению автора, следует возложить
на гетеротрофный образ жизни, к которому спо-
собны достаточно многие микроводоросли. Для

сравнения: от лактобацилл-пробиотиков ожида-
ется сохранение в кишечнике популяции с плотно-
стью по крайней мере 106 колониеобразующих еди-
ниц в расчете на 1 г кишечного содержимого [40].

В доступной авторам международной литера-
туре не приводится доказательств выполнения
микроводорослями такого требования, предъяв-
ляемого к пробиотикам, как устойчивость к усло-
виям ЖКТ и к характерным для этой среды обита-
ния физико-химическим стрессам: низкие значе-
ния рН, высокий редокс-потенциал, высокое
осмотическое давление [30].

Не доказана и требуемая от пробиотиков во
многих работах [35, 41–43] способность закреп-
ляться на слизистой оболочке кишечника орга-
низма-хозяина. Впрочем, склонность многих
микроводорослей к формированию биопленок с
адгезией к субстратам допускает такую возмож-
ность. В лаборатории авторов настоящего обзора
запланированы прицельные исследования для
проверки способности микроводорослей – кан-
дидатов в пробиотики – к “заякориванию” на
слизистой оболочке толстой кишки.

В последние годы серьезное внимание уделяется
смешанному культивированию микроводорослей и
бактерий-пробиотиков, как в водоемах в режиме
аквакультуры, так и лабораторных условиях. Ком-
поненты такой смешанной культуры микроводо-
росли-бактерии демонстрируют синергидный
эффект, проявляющийся в ускорении роста как
бактерий-пробиотиков, так и водорослей, а также
стимуляции синтеза важных для здоровья орга-
низма-хозяина продуктов. Есть данные, напри-
мер, об ускорении роста микроводоросли Isochrysis
galbana в совместной культуре с различными про-
биотическими микроорганизмами [44]. В аквакуль-
туре добавление микроводорослей наряду с бакте-
риальными пробиотиками ведет к улучшенному
функционированию кишечника и повышения вы-
хода продукции (рыбы, мидий, креветок и др.) [40,
45, 46]. Введение культуры Chlorella sorokiniana в
выпечку, содержащую пробиотики Lactobacillus
plantarum и Bifidobacterium longum позволяет удли-
нить период выживания этих пробиотиков в
охлажденном (до 4°С) продукте; кроме того, мета-
болиты, выделяемые C. sorokiniana, усиливают анти-
вирусный эффект (в отношении ротавирусов) обо-
их пробиотиков [47].

В дальнейшем следует иллюстрация примени-
мости некоторых других важных критериев, ха-
рактеризующих пробиотики, как они изложены в
работах [29, 30, 39], к микроводорослям.

1. Пробиотики способствуют оптимизации ка-
чественного и количественного состава и ста-
бильности микробиоты желудочно-кишечного
тракта (ЖКТ), подавляют вредоносную микро-
биоту(конкурентное исключение), конкурируя за
экологические микрониши в организме хозяина,
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за питательные вещества и факторы роста, а так-
же путем выработки антимикробных соединений
(короткоцепочечные жирные кислоты, бактерио-
цины и их аналоги, перекись водорода, окись азо-
та и др.) [48–50]. Эта, одна из наиболее значимых,
функций пробиотиков, недостаточно исследована в
применении к микроводорослям. Однако уста-
новлено, например, что Arthrospira platensis стиму-
лирует развитие таких полезных бактерий-сим-
бионтов ЖКТ, как Lactobacillus casei, L. acidophilus,
Streptococcus thermophilus и Bifidobacteria, и инги-
бирует рост потенциальных патогенов Proteus vul-
garis, Bacillus subtilis и B. pumulis [13, 51–55]. Chlorella
pyrenoidosa и C. ellipsoidea подавляют, благодаря сво-
им полисахаридам, пролиферацию клеток пато-
генов: бактерии Listeria monocytogenes и дрожжей
Candida albicans [13, 51]. Существенное позитив-
ное воздействие на кишечную микробиоту ока-
зывают продуцируемые микроводорослями оме-
га-3-ненасыщенные жирные кислоты [56].

Есть также данные о пробиотическом действии
микроводорослей на микробиоту животных. Вклю-
чение Nannochloropsis oculata в рацион морского
конька (Hippocampus reidi) или кормление устриц
микроводорослями Chaetoceros sp., Pavlova sp. и
Isochrysis sp. (по отдельности или в сочетании друг
с другом) улучшало выживаемость этих живот-
ных, снижая количество жизнеспособных пато-
генных бактерий в их организмах [13, 57]. Следует
подчеркнуть, что подавляя патогенную микробио-
ту, пробиотики не нарушают функционирование
симбиотической микробиоты ЖКТ, в противопо-
ложность антибиотикам [43]. Все это указывает на
возможность использования микроводорослей в
качестве нового терапевтического средства для
сохранения здорового микробного сообщества
ЖКТ [13].

2. Пробиотики нейтрализуют токсины и вред-
ные для организма-хозяина метаболиты. Эта, от-
меченная в работах Б.А. Шендерова [30, 37–39,
48–50] функция характерна для “классических”
бактериальных пробиотиков, но следует ожидать,
что смешанная культура бактерии-водоросли
окажется еще более эффективной в плане нейтра-
лизации вредных для здоровья хозяина веществ,
поскольку в такой совместной культуре проявля-
ется отмеченное нами выше синергидное стиму-
лирующее действие ее обоих компонентов [40].
Помимо этого, сами микроводоросли способны
активно связывать различные вредные вещества.
Микроводоросли эффективно очищают среду от
соединений серы и селена и, что особенно важно,
тяжелых металлов, включая цинк, медь, свинец,
ртуть, хром, кадмий, никель, железо, марганец,
ванадий [5, 58, 59]. Все эти элементы накаплива-
ются в воде и почве в результате антропогенного
загрязнения и так или иначе поступают в орга-
низм людей и сельскохозяйственных животных,
обусловливая важную “нишу” для водорослей

как кандидатов в пробиотики. Можно дополнить
йогурты, соки и другие напитки биомассой
микроводорослей, что позволит снизить поступ-
ление металлов и других вредных агентов в орга-
низм человека, особенно в условиях большого го-
рода. Обладая активными ферментами, многие
микроводоросли могут нейтрализовать также и
вредные органические соединения, в том числе
попадающие в питьевую воду и пищу, фармацев-
тические и косметические средства. Например,
Scenedesmus obliquus и Chlorella pyrenoidosa способ-
ны расщеплять средства гормональной контра-
цепции прогестерон и норгестрел [11, 60].

3. Пробиотики образуют низкомолекулярные
питательные вещества, антиоксиданты, веще-
ства-протекторы и прочие биологически активные
соединения, которые влияют на водно-солевой, ли-
пидный, аминокислотный и энергетический мета-
болизм, на окислительно-восстановительный ба-
ланс на локальном (кишечном) и системном (весь
организм) уровнях, на развитие и функциониро-
вание периферической и центральной нервной
системы; осуществляют эпигеномный контроль
над экспрессией “хозяйских” генов; модулируют
системные врожденные и приобретенные иммун-
ные реакции; нейтрализуют токсические и канце-
рогенные соединения [30, 37, 48–50]. Этот крите-
рий пробиотиков также нуждается в дальнейших
исследованиях в приложении к микроводорос-
лям. Тем не менее, с антиоксидантными свой-
ствами компонентов микроводорослей, особенно
каротиноидов, связан, в частности, их кардиопро-
текторный и антиатеросклеротический эффекты.
Dunaliella salina, содержащая до 10–13% β-каротина,
защищает от развития атеросклероза как мышей,
так и людей. При этом смесь транс- (~40%) и цис-
изомеров β-каротина, присущая D. salina, в боль-
шей мере снижает уровни липидов в организме в
целом, холестерина и триглицеридов, по сравне-
нию с синтетическим β-каротином, представля-
ющим только транс-изомер [61, 62]. Цис-изомер
β-каротина из Dunaliella bardawil подавлял разви-
тие атеросклероза у пожилых мышей, получав-
шими богатую жирами пищу [63, 64]. Кардиопро-
текторными свойствами обладают НЖК, особенно
образуемые рядом видов микроводорослей (на-
пример, Porphyridium purpureum, Isochrysis galbana)
омега-3-кислоты, снижающие уровень холесте-
рина в крови и способствующие нормализации
кровяного давления. В коммерческой форме до-
ступны препараты докозагексаеновой кислоты
(ДГК) [5]. Штамм Nannochloropsis sp. в открытом
пруду при ярком солнечном свете производил
значительные количества эйкозапентаеновой кис-
лоты (ЭПК), на основе которой разработан коммер-
ческий препарат “A2EPA PureTM” (США) [65].

В рубрике “биологически активных веществ”
нельзя не отметить многочисленные сигнальные
молекулы, включая гормоны и нейромедиаторы.
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Так, нейроактивные биогенные амины в то же
время служат “химическим языком” для коммуни-
кации между организмом-хозяином и микробио-
той, в том числе претендующими на роль пробио-
тиков микроводорослями, у которых биогенные
амины (норадреналин, дофамин, серотонин, ги-
стамин и др.) обусловливают специфические ре-
акции, в том числе стимуляцию роста и ускорение
развития культур микроводорослей, например,
Chlorella vulgaris, Scenedesmus quadricauda и ряда
других видов [66–71].

4. Пробиотики обладают антиканцерогенным
эффектом. Подобный эффект характерен для
многих микроводорослей и их компонентов, на-
пример, астаксантина, β-каротина, лютеина,
виолаксантина, фукоксантина и других каротинои-
дов микроводорослей, а также для фикобилипроте-
инов цианобактерий, включая Arthronema africanum
и Arthrospira platensis [5, 12, 13, 72]. Так, С-фикоци-
анин оказывает ингибиторное воздействие на ли-
нии клетки рака печени (HepG2) [73], лейкемии
(К562) [74], рака легких (А549 и NSCLC) [75, 76].
Показано, что фикоцианин из Limnothrix sp. усили-
вает воздействие противоопухолевого лекарства
топотекан на линию клеток рака простаты [77].
Моноацилглицериды в составе липидов Skele-
tonema marinoi, активируя каспазу 3/7, индуциру-
ют апоптоз (программируемую гибель) клеток ра-
ка толстой кишки (HCT-116) и гематологического
рака (U-937), но не нормальных клеток [56]. Ли-
пиды микроводорослей с НЖК проявляют про-
тивоопухолевую активность в отношении рака
шейки матки и молочной железы. ЭПК и ДГК по-
давляют рост сосудов в опухолевой ткани и спо-
собствуют пероксид-зависимому стрессу в эндо-
плазматическом ретикулуме, что ведет к разруше-
нию опухолевых клеток [56]. Сульфатированный
полисахарид фукоидан из Fucus vesiculosis, Sargas-
sum henslowianum, Cladosiphon fucoidan, Coccophora
longdorfii подавляет формирование кровеносных
сосудов и образование метастазов, индуцируя
апоптоз (путем активации каспазы 3/7) в линиях
клеток лимфомы, меланомы, легочной карцино-
мы, промиелоидной лейкемии, рака толстой киш-
ки, млечной железы [78]. Антиканцерогенная ак-
тивность показана для виолаксантина, синтезируе-
мого, например, Dunaliella tertiolecta [22].

5. Пробиотики характеризуются противовоспа-
лительным, антиаллергическим, антидиабетиче-
ским действием. Противовоспалительный эффект,
реализуемый во многом посредством влияния на
иммунную систему (см. особый пункт ниже), ти-
пичен для сульфатированных полисахаридов
Chlorella spp., Tetraselmis sp., Isochrysis sp., Por-
phyridium spp. [22] и других водорослей, а также для
их пигментов, в частности, β-каротина и астак-
сантина, которые находятся в центре внимания
влиятельных международных сетей International
Carotenoid Society, Eurocaroten, IBERCAROT,

CaRed [13]. В модельных экспериментах с крысами
высушенный порошок биомассы Dunaliella bardawil
облегчал вызванное уксусной кислотой воспале-
ние тонкого кишечника [79]. В случае больных
неалькогольной жировой дистрофией печени
(NAFLD) лечение таблетированной биомассой
C. vulgaris приводило к достоверному снижению
уровня провоспалительного (способcтвующего
воспалению) цитокина TNF-α [79]. Фикоцианины
Arthrospira ингибируют участвующий в воспали-
тельных процессах фермент НAДФH-оксидазу
[12, 80]. Астаксантин, красный пигмент (пищевой и
косметический колорант) и антиоксидант, осо-
бенно характерный, например. для Haematococcus
pluvialis, ослабляет “цитокиновый шторм” (избы-
точное выделение активаторов иммунной систе-
мы) при заражении COVID-19 [12, 80]. Полинена-
сыщенные жирные кислоты водорослей способ-
ствуют излечению воспалительных заболеваний,
включая, например, артрит [13, 81].

Присущее бактериальным пробиотикам анти-
диабетическое действие отмечено, например, у
цианобактерий рода Arthrospira, что связывают с
высоким содержанием витаминов и γ-линолено-
вой кислоты [12]. Антидиабетическим действием
обладают и уже упомянутые нами астаксантин
[13] и фикоцианин [82]. Более сложым является
вопрос с антиаллергическим действием микрово-
дорослей, и мнение автора состоит в том, что не-
обходима проверка на возможность их противопо-
ложного действия, т.е. аллергических осложнений
при систематическом потреблении микроводо-
рослей больными.

6. Пробиотики способствуют нормализации
обмена веществ и борьбе с избыточным весом и
ожирением (метаболическим синдромом). С дру-
гой стороны, пробиотики можно рассматривать и
как средство борьбы с патологией противополож-
ного типа – анорексией, исхуданием. В экспери-
ментальных исследованиях установлено, что про-
биотики способствуют нормализации состояния
организма грызунов после периода голодания
[83]. Лечебное воздействие показано в опытах in
vitro и in vivo, включая клинические испытания,
для микроводорослей Euglena gracilis, Phaeodactylum
tricornutum, Arthrospira maxima, A. platensis, Nitzschia
laevis. Микроводоросли подавляют дифференци-
ровку преадипоцитов (предшественников клеток
жировой ткани), снижают липогенез (синтез ли-
пидов) вообще и накопление триглицеридов в
особенности [82]. Наблюдаются повышенный
липолиз и окисление жирных кислот, а также по-
вышенные затраты энергии за счет активации
термогенеза в бурой жировой ткани и потемне-
ния в белой жировой ткани. Наряду с уменьше-
нием накопления жира в организме, лечение
микроводорослями улучшает другие симптомы у
людей с ожирением, такие как повышенный уро-
вень липидов в плазме, резистентность к инсулину
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(с угрозой диабета), хроническое системное вос-
паление низкой степени тяжести [82]. Добавле-
ние порошка из биомассы Arthrospira platensis или
Chlorella sp. к хлебу или печенью способствует
снижению уровней липидов и холестерина в крови,
смене чувства голода на состояние насыщения [13].

7. С пробиотиками связаны и надежды на
борьбу с прогрессирующими симптомами старе-
ния. Эта формулировка в работах Б.А. Шендерова
[48–51], перекликающаяся с идеями “Этюдов опти-
мизма” И.И. Мечникова [84], соответствует фактам
о задержке старения и омолаживающем влиянии
микроводорослей, которое связано с их антиокси-
дантными, протекторными, противовоспалитель-
ными, нормализующими метаболизм эффектами.

Старение кожи связано с ослаблением синтеза
структурных компонентов матрикса кожи (колла-
ген, эластин, гиалуроновая кислота) и с одновре-
менной активацией расщепляющих эти компонен-
ты протеиназ. Соответственно, замедляющее ста-
рение и омолаживающее действие препаратов из
микроводорослей частично объясняется их огра-
ничивающим влиянием на протеолиз компонентов
матрикса. Не менее важно то, что микроводоросли
содержат вещества с антиоксидантным эффектом,
которые обезвреживают свободные радикалы, осо-
бенно активные формы кислорода. Образуемые
микроводорослями каротиноиды, в том числе β-ка-
ротин (Dunaliella salina), лютеин (D. salina, Scened-
esmus spp., Chlorella spp., Mougeotia sp.), а также ли-
копин защищают кожу от действия ультрафиолето-
вого света, нейтрализуют свободнорадикальные
формы кислорода и замедляют процесс старения
кожи. Омолаживающий эффект микроводорос-
лей связывают также с регуляторным воздействи-
ем на организм человека синтезируемых ими фи-
тогормонов (ауксинов, цитокининов, абсцизовой
кислоты, гиббереллинов и др.) [5, 22].

8. Пробиотики также способствуют росту кро-
веносных сосудов в тканях кишки (ангиогенезу),
вырабатывая фактор VEGF (vascular endothelial
growth factor) [43]. В традиционной китайской ме-
дицине спирулина (ныне обозначаемая Arthrospira
platensis) и ряд других микроводорослей (https://
www.ginsen-london.com/blog/benefits-of-spirulina,
см. [85]). используются для лечения язвенной бо-
лезни двенадцатиперстной кишки именно пото-
му, что они способны ускорять васкуляризацию
(рост сосудов) в тканях стенки кишки. Прицель-
ные исследования по возможности биосинтеза и
секреции в среду фактора VEGF или его функци-
ональных аналогов – точка роста всего исследо-
вательского направления, посвященного пробио-
тическим функциям микроводорослей. В связи
со стимуляцией ангиогенеза в тканях кишки упо-
мянем важное лечебное влияние микроводорос-
лей, в частности, рода Chlorella на синдром повы-
шенной кишечной проницаемости (leaky gut syn-

drome), при котором хлорелла способствует
регенерации тканей стенки кишки [86].

9. Некоторые пробиотики обладают выражен-
ным болеутоляющим действием. Такой эффект
характерен, в частности, для водных экстрактов
Chlorella stigmatophora и Phaeodactylum tricornutum,
что связывают с их полисахаридными компонен-
тами [22, 87, 88]; эти экстракты также обладают
противовоспалительным действием и способны
нейтрализовать свободные радикалы.

10. Пробиотики облегчают стрессы, что харак-
терно не только для “классических” бактериальных
пробиотиков – бифидобактерий и лактобацилл,
входящих в состав кисломолочных продуктов
[89]. Такие препараты могли бы быть обогащены
препаратами микроводорослей с антистрессорным
эффектом. Получены данные, что, например, Chlo-
rella vulgaris обладает не только противоинфекцион-
ным и антиканцерогенным, но и антистрессорным
действием. В экспериментах с крысами Вистар
после стрессов (мокрая клетка, погружение крыс
в емкости с холодной или горячей водой, наруше-
ние ритма дня-ночи и др.) культура C. vulgaris об-
легчала: 1) поведенческие последствия стресса –
ангедонию (безразличие к удовольствиям – рав-
нодушие к вкусному для крыс в норме раствору
сахарозы: после приема культуры хлореллы кры-
сы снова активно предпочитали подслащенный
раствор простой воде); 2) биохимические эффек-
ты стресса, а именно повышение уровня холесте-
рина в крови; у крыс на фоне стресса хлорелла до-
стоверно снижала этот уровень [90].

11. Пробиотики, взаимодействуя с клетками
эпителия кишки, регулируют активность иммунной
системы и непосредственно ее кишечного звена
иммунной системы – GALT (gut autonomous lym-
phoid tissue), модулируют иммунные реакции,
нормализуют баланс про- и противовоспалитель-
ных цитокинов, снижают антигенную нагрузку
на GALT, уменьшают проницаемость кишечной
стенки, повышают секрецию иммуноглобулинов
IgA, индуцируют активность противовоспалитель-
ных Treg-клеток [91] и способствуют выработке
противовоспалительного интерлейкина IL-10.

Что касается микроводорослей – “кандидатов
на роль пробиотиков”, то активное иммуности-
муляторное действие показано для β-1,3-глюкана
и других полисахаридов (содержащих остатки
маннозы, глюкозы, рамнозы, арабинозы и др.) у
представителей рода Chlorella [13, 22, 79]. Одним
из механизмов регулирования иммунной системы
является стимуляция пролиферации моноцитов,
макрофагов и нейтрофилов, усиление фагоцитар-
ной активности и секреции иммуномедиаторов,
таких как цитокины. Так, содержащие полисаха-
риды экстракты Chlorella stigmatophora, Skeletonema
costatum и S. dohrni активировали фагоцитоз мак-
рофагов в брюшной полости мышей [79]. Содер-
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жащиеся в биомассе микроводорослей омега-3
НЖК также стимулируют активность макрофагов
[56]. Введение препаратов высушенного порошка
биомассы Chlorella vulgaris в рацион испытуемых по-
вышало активность натуральных киллеров в составе
моноцитов периферической крови и увеличивало
содержание интерферона-γ, интерлейкинов IL-1β и
IL-12 в сыворотке крови [79]. Аналогично, кормле-
ние мышей высушенной биомассой Dunaliella sali-
na приводило к активации их макрофагов и нату-
ральных киллеров (NK-клеток), а также повышало
выживаемость мышей, больных лейкемией [79].

В доступной авторам литературе не содержа-
лись сведения о непосредственном воздействии
микроводорослей и препаратов из них на актив-
ность кишечного звена иммунной системы (GALT),
которое присуще многим представителям “клас-
сических” бактериальных пробиотиков (см. [29,
30]). Эта тема остается немаловажной “точкой
роста” для дальнейших исследований, так же как
и связанный с активностью иммунной системы
вопрос о том, способны ли микроводоросли, их
компоненты и препараты из них регулировать ак-
тивность естественных барьеров организма – ба-
рьера между кишкой и кровотоком, а также гема-
то-энцефалического барьера (ГЭБ), повышая
экспрессию белков, участвующих в тесных кон-
тактах между клетками? Способность укреплять
ГЭБ и другие важные барьеры в оранизме показа-
на для бактерий-пробиотиков [92]. В частности,
при стрессе “пробиотики восстанавливают функ-
цию кишечного барьера, снижают концентрацию
циркулирующих глюкокортикостероидов и провос-
палительных цитокинов и одновременно повыша-
ют концентрацию антивоспалительных цитокинов.
Последние участвуют в восстановлении целостно-
сти ГЭБ, кишечного барьера и уменьшают выра-
женность системного воспаления” [93].

12. Пробиотики оказывают полезное воздей-
ствие на нервную систему, деятельность головно-
го мозга, психические функции, включая когни-
тивные способности, память, социальное поведе-
ние и др. Здесь необходимо отметить, что среди
пробиотиков в литературе выделяют подгруппу
психобиотиков. Речь идет о живых микроорга-
низмах, которые при введении в адекватных ко-
личествах улучшают здоровье пациентов с психи-
атрическими проблемами [94, 95]. Растущий объ-
ем данных свидетельствует о том, что пробиотики
могут влиять на мозг и поведение и, что особенно
примечательно, на настроение и познавательные
способности – как в эксперименте, так и в кли-
нической обстановке [96]. Было показано, на-
пример, что психобиотический штамм Lactobacil-
lus rhamnosus JB-1, действуя через ГАМК-зависи-
мую систему в мозгу, подавлял тревожное
поведение мышей в сложном лабиринте и в опы-
тах на открытом освещённом поле, а также де-
прессивное состояние в опытах с форсирован-

ным плаванием мышей [97, 98]. Выдвинута гипо-
теза о том, что без микробиоты человек не смог бы
достичь современного уровня познавательных
(когнитивных) способностей [99].

Что касается микроводорослей, то в последние
десятилетия получены важные данные о способно-
сти различных микроводорослей и их компонентов
(полисахаридов, липидов, особенно содержащих
НЖК, каротиноидов, фикобилинов и др.) к нейро-
протекторному действию – защите нервной си-
стемы от окислительных стрессов, процессов старе-
ния, нейродегенеративных заболеваний (болезнь
Альцгеймера и Паркинсона, деменция и др.). До-
статочно отметить, что представители рода Arthro-
spira обладают нейропротекторными свойствами и
способствуют поддержанию нормальных функций
мозга [40]. Ее экстракты облегчают симптомы
утомления мозга, способны предотвратить или
смягчить нарушения мозгового кровообращения,
а также улучшить когнитивные, двигательные и
речевые способности, что было показано в спе-
циальных исследованиях с лечением препарата-
ми Arthrospira (“спирулина”) детей, страдающих
от недостаточного питания [40].

Содержащиеся в микроводорослях НЖК, осо-
бенно ДГК и ЭПК кислоты, необходимы для нор-
мального развития нервной системы и служат
важным дополнением смесей для искусственного
вскармливания грудных детей, витаминизирован-
ных продуктов питания и напитков, диетических
пищевых добавок. Так, смеси для вскармливания
младенцев, производимые компанией “Dutch
State Mines” (Голландия), содержат препараты из
биомассы динофлагеллят Crypthecodinium cohnii, у
которой на ДГК приходится до 60% всей фракции
жирных кислот [11].

Известно, что бактерии-пробиотики выраба-
тывают необходимые для работы центральной
нервной системы вещества (нейромедиаторы)
или их предшественники, способные проникать
через ГЭБ в мозг (2.3-дигидроксифенилаланин,
ДОФА), предшественник катехоламинов; 5-гид-
рокситриптофан (5-НТР) – предшественник се-
ротонина, и др.) ([29, 30, 39]. В этом контексте
интересно, что многие виды водорослей (пред-
ставители Chlorophyta, Charophyta, Ochrophyta,
Rhodophyta) синтезируют значительные количе-
ства дофамина, серотонина, гистамина, тира-
мина, ацетилхолина и других нейромедиаторов
[66]; потенциальное применение подобных водо-
рослей как пробиотиков помогло бы улучшению
работы головного мозга, оздоровлению психики
людей, лечению мозговых расстройств, напри-
мер, болезни Паркинсона, при которой в черной
субстанции мозга отмечается дефицит дофамина.

Следует подчеркнуть в отношении любого по-
лезного эффекта пробиотиков, отвечают не толь-
ко индивидуальные микробные вещества, но и
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сложный комплекс низкомолекулярных соеди-
нений, которые продуцируются пробиотически-
ми микроорганизмами или “в готовом виде”, или
в форме предшественников [37, 38]. Эти комплексы
веществ микробного происхождения воздействуют
на организм-хозяин и на его микробиоту на фоне
влияния других биологически-активных веществ,
которые или поступают в организм с пищевыми
продуктами, или продуцируются резидентной
(существующей до введения пробиотиков) мик-
робиотой. Поэтому в контексте пробиотической
роли микроводорослей необходимо также отме-
тить, что различные фенолы, жирные кислоты,
индол, терпены, ацетогенины и некоторые летучие
галогенированные углеводороды, полученные из
микроводорослей, проявляют антимикробную ак-
тивность. Сверхкритические (полученные экстрак-
цией СО2) экстракты микроводорослей Chaetocer-
os muelleri проявляют антимикробную активность
благодаря своему липидному составу [100]. Еще од-
ной “точкой роста” современных исследований
являются эксперименты по изучению антибактери-
ального, а также антипротозойного, противогриб-
кового и антивирусного действия многих микрово-
дорослей и их компонентов [12].

Микроводоросли в роли пребиотиков. Помимо
приведенных здесь данных в пользу пробиотиче-
ской функции микроводорослей, в литературе
ставится также вопрос о пребиотической роли их
полисахаридных компонентов и других органи-
ческих составляющих. Пребиотики представляют
неперевариваемые пищевые компоненты, кото-
рые вызывают специфические изменения в со-
ставе и/или активности микробиоты ЖКТ, тем
самым оказывая положительное влияние на здо-
ровье хозяина. По официальному определению
ФАО/ВОЗ, пребиотики представляют “неживые
съедобные продукты, которые улучшают здоровье
хозяина за счет изменения микробиоты” [101].

Типичными представителями пребиотиков
являются “неперевариваемые олигосахариды, раз-
лагаемые в кишечнике полезными микробами, об-
разующими жирные кислоты с короткой ацильной
цепью и другие органические кислоты, имеющие
пищевую ценность для хозяина” [42]. Оптимиза-
ция диеты, например, обогащение ее такими пре-
биотиками как фруктаны, может способствовать
пролиферации в организме полезных бактерий, в
частности рода Bifidobacterium [49, 102]. “Пребио-
тики также могут проявлять противовоспали-
тельные эффекты, которые связывают со способ-
ностью олигосахаридов непосредственно взаимо-
действовать с кишечным эпителием независимо
от кишечных бактерий и значительно уменьшать
продукцию провоспалительных цитокинов” [93].

Важно, что полисахаридные компоненты мик-
роводорослей могут быть расщеплены до коротких
фрагментов (олигосахаридов), которые обладают

пребиотическими свойствами. Таковы инулин, га-
лактоолигосахариды, ксилоолигосахариды, оли-
госахариды, полученные из агарозы, альгината,
каррагинана, а также арабиноксиланы, галакта-
ны и β-глюканы [13, 14]. Олигосахариды микро-
водорослей не ферментируются или, по крайней
мере, не полностью расщепляются обычной ки-
шечной микробиотой человека или животных.
Однако они избирательно стимулируют рост и
активность определенных полезных бактерий,
например, лактобацилл и бифидобактерий, если
присутствуют в толстой кишке, тем самым спо-
собствуя улучшению здоровья хозяина – т.е. дей-
ствуют как пребиотики [13].

Можно предположить, что пребиотические
компоненты микроводорослей вносят вклад в от-
меченное выше (пункт 1 в перечне свойств мик-
роводорослей как потенциальных пробиотиков)
позитивное воздействие на микробиоту организ-
ма человека, например, положительное влияние
Arthrospira platensis на жизнеспособность таких
входящих в состав микробиоты кишечника бак-
терий, как Lactobacillus casei, Streptococcus thermo-
philus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacteria, и от-
рицательное – на патогенов Proteus vulgaris, Bacillus
subtilis, Bacillus pumulis подавлялось A. platensis [13]
во время исследований in vitro.

Пребиотическая и пробиотическая роли мик-
роводорослей дополняют друг друга: водоросли
могут использоваться как живые культуры, обладая
всеми перечисленными выше эффектами про-
биотиков; в то же время, их углеводные компо-
ненты могут служить “сырьем” для изготовления
эффективных пребиотиков для стимуляции по-
лезной микробиоты и, тем самым, улучшения
здоровья человека.

Микроводоросли как источники метабиотиков.
Метабиотики определены в литературе как “био-
логически активные соединения, связанные с ме-
таболической активностью симбиотических (про-
биотических) микроорганизмов, потенциально
способные участвовать практически в любых фи-
зиологических процессах” [35]. К термину “мета-
биотики” по существу близок по значению встреча-
ющийся в литературе термин “постбиотики”,
обозначающие бактериальные продукты, которые в
отсутствие жизнеспособных микробных клеток
могут иметь сходное с ними действие на сигналь-
ные пути и различные барьерные функции в орга-
низме. В качестве примеров таких микробных
продуктов могут быть бактериоцины, органиче-
ские кислоты, этанол, диацетил [29, 30, 35, 43].
Примерами метабиотиков служат убитые нагре-
ванием клетки пробиотических бактерий, мик-
робный полисахарид А, образуемый Bacteroides
fragilis, модулирующий функцию иммунной си-
стемы и защищающий (в эксперименте на мы-
шах) от колита, вызванного Helicobacter hepaticus,
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препарат скелетон P-CWS (часть клеточной стенки
Propionibacterium acne), который активирует цито-
токсическую активность макрофагов и тем самым
оказывает антираковое влияние [30].

По мнению авторов, данному выше определе-
нию метабиотиков в целом соответствуют образу-
емые микроводорослями ценные с точки зрения
улучшения телесного и психического здоровья
людей продукты, в частности, каротиноиды (β-ка-
ротин, астаксантин, ликопин, лютеин, зеаксантин,
катаксантин, виолаксантин, фукоксантин и др.),
хлорофиллы, фикобилипротеины (особенно фи-
коцианин, аллофикоцианин, фикоэритрин), уг-
леводы (в частности, β-глюкан, фукоидан и дру-
гие сульфатированные полисахариды), липиды,
особенно триацилглицериды с НЖК, витамины,
растительные гормоны (ауксины, цитокинины и
др.) и прочие регуляторные молекулы, ионы K+,
Na+, Mn2+, Ca2+ и другие ценные компоненты [5,
12, 13, 16–18, 24]. Отметим, например, что НЖК
способствуют излечению сердечно-сосудистых
заболеваний и гипертонии [13], тромбоза коронар-
ных сосудов сердца, злокачественных опухолей,
астмы, воспалительных заболеваний кишечника, а
также психических расстройств – шизофрении и
тревожных состояний [15].

Таким образом, настоящая работа посвящена ак-
туальной информации о практическом применении
микроводорослей, включая цианобактерии, в каче-
стве средства для лечения и профилактики различ-
ных заболеваний, укрепления здоровья, борьбы со
старением. Несмотря на отсутствие достаточных
данных о приживаемости культур полезных мик-
роводорослей в желудочно-кишечном тракте че-
ловека и животных, мы вправе констатировать,
что многие культуры водорослей вполне соответ-
ствуют многим важным критериям пробиотиков,
а некоторые их компоненты (например, полиса-
хариды) могут служить “сырьем” для производ-
ства коротких фрагментов, используемых в каче-
стве пребиотиков или иметь самостоятельную ле-
карственную и диетическую ценность в роли
метабиотиков, как их оценивал Б.А. Шендеров
[35, 36].

Исследование проведено в рамках Программы
развития Междисциплинарной научно-образо-
вательной школы Московского государственного
университета им. М.В. Ломоносова “Будущее
планеты и глобальные изменения окружающей
среды”.
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Green, red, brown, and diatomic algae, as well as cyanobacteria, have been in the focus of attention of scien-
tists and technologists for over five decades. This is due to their importance in the capacity of efficient and
economical producers of food additives, cosmetics, pharmaceuticals, biofertilizers, biofuels, and wastewater
bioremediation agents. Recently, the role of microalgae has increasingly been considered in terms of their
probiotic function, i.e. of their ability to normalize the functioning of the microbiota of humans and agricul-
tural animals and to produce biologically active substances, including hormones, neurotransmitters, and im-
munostimulators. A separate brief subsection of the review deals with the potential functions of microalgae
with respect to the brain and psyche, i.e. in the capacity of psychobiotics. Moreover, algal polysaccharides
and some other compounds can be broken down to short fragments that will stimulate the development of
useful intestinal microorganisms, i.e. function as efficient prebiotics. Finally, many components of microal-
gal cells and chemical agents produced by them can exert important health-promoting effects per se, which
enables considering them as potentially valuable metabiotics (the term preferred by late Prof. B.A. Shen-
derov) that are alternatively denoted as postbiotics in the literature.

Keywords: microalgae, aquatic ecosystems, biotechnology, biofuel, functional nutrition, biological fertilizers,
wastewater treatment, bioremediation, cosmetics, pharmacology, neurotransmitters, immunostimulators,
probiotics, psychobiotics, prebiotics, metabiotics


