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Активная форма азота – пероксинитрит, является одним из самых сильных окислителей в организме.
В зависимости от условий он либо подвергается биотрансформации и детоксикации, либо взаимодей-
ствует с различными соединениями (белки, в том числе ферменты, липиды, нуклеиновые кислоты, уг-
леводы), модифицируя их. Наиболее активно подвергаются воздействию тиолы, включая остатки ци-
стеина в белках. Ингибирующее действие пероксинитрита на ферменты в наибольшей степени было
описано для оксидоредуктаз, в которых он также чаще всего действовал на цистеин. Модифицирован-
ные биомолекулы могут быть токсичны, однако в физиологических концентрациях они способны
функционировать как участники сигнальных путей. Описанные данные показывают, что пероксинит-
рит является не только токсическим агентом, но и компонентом системы мессенджеров и сигнальной
молекулой, ответственной за окислительно-восстановительную регуляцию клеточного метаболизма.
Важными аспектами его изучения являются пути детоксикации, что может способствовать поиску ле-
карственных препаратов против заболеваний, сопровождаемых нитрозативным стрессом.

Ключевые слова: пероксинитрит, пероксинитрозная кислота, оксид азота, цистеин, токсическое
действие, сигнальная функция
DOI: 10.31857/S0555109920060021

В живых организмах функционирует большое
количество химических соединений, которые в
процессе обмена могут выполнять многообраз-
ную, а иногда и прямо противоположную роль.
Так, при повышении концентрации многие анти-
оксиданты переходят в статус прооксидантов, что
необходимо учитывать при описании их свойств.
Известно также, что многие соединения в орга-
низме при определенных условиях могут выпол-
нять и сигнальную функцию. К таким соединени-
ям можно отнести и пероксинитрит, у которого
обычно описывают лишь его свойства как сильно-
го окислителя.

Пероксинитритный анион (ОNOO–) образует-
ся in vivo в результате реакции между оксидом азо-
та (NO) и супероксидным анион-радикалом 
Несмотря на короткий период полураспада (10 мс
при физиологическом значении рН), ONOO– спо-
собен проникать через биологические мембраны,
как путем пассивной диффузии, так и через ани-
онные каналы. Пероксинитрит является анионом
пероксинитрозной кислоты (ОNOOH), поэтому
обмен этих двух соединений обычно рассматри-
вают в комплексе.

После синтеза ОNOO– может удаляться веще-
ствами-ловушками или подвергаться биотранс-
формации с образованием нетоксичных продук-
тов, а также выступать в качестве сигнальной мо-
лекулы и токсического агента.

Дальнейшие превращения пероксинитрита:
биотрансформация, детоксикация или взаимодей-
ствие с мишенями зависят от доступности субстра-
тов и условий окружающей среды клетки. С одной
стороны, его обмен приводит к образованию ток-
сичных продуктов, а с другой – эти же продукты
могут быть звеньями сигнальных цепей. Так, на-
пример, повреждение аминокислотных остатков в
молекулах белка способствует изменению их функ-
циональной активности, а повреждение фермен-
тов – снижению каталитической активности и, в
результате, отключает или ослабляет отдельные ре-
акции, что приводит к нарушению метаболических
путей и каскадов регуляции. Продукты модифика-
ции липидов – окисленные липиды и нитролипи-
ды, также могут быть не только маркерами окисли-
тельного стресса, но и сигнальными молекулами.

Для понимания роли ОNOO– в организме не-
обходимо знать, при каких условиях он выступает
в роли токсического агента, а когда – в роли сиг-

( )−• .2О
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нальной молекулы, изменяющей метаболические
пути с целью повышения адаптации к патофи-
зиологическому состоянию. В данном обзоре
обобщается имеющаяся на сегодняшний день ин-
формация о путях обмена пероксинитрита в орга-
низме и процессах, в которых он может прини-
мать участие как реакционно-активная и как сиг-
нальная молекула.

СИНТЕЗ И ДЕКТОКСИКАЦИЯ 
ПЕРОКСИНИТРИТА

Роль оксида азота в синтезе пероксинитрита. Пе-
роксинитрит является одним из метаболитов окси-
да азота (NO), и его образование и распад напря-
мую связаны с обменом самого NO. Более трех де-
сятилетий назад стало известно, что NO участвует
во многих процессах в организме [1, 2] и было до-
казано, что он является важнейшим внутри- и
межклеточным вторичным мессенджером [3]. NO
влияет на многие функции клеток через цикличе-
ские GMP-зависимые и независимые механизмы,
являясь универсальным регулятором клеточного
метаболизма. Он участвует во многих жизненно
важных процессах: ингибирует агрегацию тромбо-
цитов и их адгезию на стенках кровеносных сосу-
дов [4]; регулирует тонус кровеносных сосудов [5],
деятельность органов дыхания [6], желудочно-ки-
шечного тракта [7], мочеполовой [8] и нервной си-
стем [9], иммунный ответ [10, 11] и многое другое.
Выявление регуляторной роли NO способствовало
открытию его двойственной роли в живых систе-
мах, как про-, так и антиоксидантной.

Пути синтеза NO могут быть NOS-зависимыми
(катализируемыми NO-синтазами) и NOS-незави-
симыми. В первом случае NO синтезируется при
ферментативной трансформации гуанидинового
фрагмента L-аргинина с участием ферментов се-
мейства цитохром-Р-450-подобных гемопроте-
идов – NO-синтаз [12]. Во втором – можно выде-
лить генерацию NO при взаимодействии аргинина и
H2O2, а также восстановление нитрит-ионов до NO
в ферментативных и неферментативных реакциях.

Оксид азота отличается высокой реакционной
способностью благодаря наличию неспаренного
электрона на внешней π-орбитали. Основными
продуктами его окисления являются химически
инертные нитратные ионы, способные вновь пре-
вращаться в NO при восстановлении. NO относи-
тельно медленно реагирует с большинством биоло-
гических молекул, но активно взаимодействует со
свободными радикалами: гидроксильным (ОН•),

супероксид-анионом  пероксильным (RОO•),
тиильным (RS•) и радикалом тирозина (Тир•).

Синтез пероксинитрита обычно происходит в
результате взаимодействия  и •NO: N=O +
+ •O–O– → O=N–O–O–.

Избыточный синтез NO и токсические эффекты,
связанные с образованием пероксинитрита, могут
вызвать различные патологические последствия [13].

В образовании пероксинитрита участвует не
только свободный супероксид-анион-радикал,
но и связанный с железом гемовой группы. В ре-
зультате такой реакции образуется связанный с
гемом пероксинитрит – пероксинитритный ком-
плекс [14, 15].

Пероксинитрит не является свободным радика-
лом, так как неспаренные электроны супероксид-
ного анион-радикала и оксида азота участвуют в об-
разовании новой связи (ON–OO–). Содержание
ONOO– в клетке незначительно, поскольку при фи-
зиологическом значении рН он существует в равно-
весии с протонированной формой – пероксинит-
розной кислотой (ONOOH, рKα 6.6–6.8) [16, 17].

Пероксинитрит и пероксинитрозная кислота
могут существовать в виде конформационных
цис- и транс-изомеров, которые также являются
ротамерами [18]. При нейтральных и щелочных
значениях рН преобладает цис-изомер. Из-за
локализации отрицательного заряда по всей
цис-молекуле пероксинитрита между концевы-
ми атомами кислорода существует слабое взаи-
модействие, что способствует образованию его
циклической формы [16]. Взаимопревращения
изомеров ОNOO– показаны на рис. 1.

Детоксикация пероксинитрита: ловушки и био-
трансформация. Важным аспектом в изучении мета-
болизма пероксинитрита являются пути его деток-
сикации, которые можно разделить на удаление ло-
вушками (“уборщиками”) и трансформацию до
нитритов/нитратов (рис. 2).

Пероксинитрозная кислота неустойчива и раз-
лагается по гомолитическому пути, что приводит к
продукции •ОН и •NО2 (с выходом ~30%), причем
оба эти соединения могут инициировать радикаль-
ные цепные реакции, усиливая окислительное по-
вреждение. Протон-катализируемое разложение
ONOO– может протекать более активно в гидро-
фобных фазах (например, в клеточных мембра-
нах), что приводит к перекисному окислению ли-
пидов. Большая часть ONOO– (~70%) изомеризу-
ется в нитрат в присутствии гемоглобина (Hb),
который выступает в качестве катализатора [19].

Биотрансформация пероксинитрита. Перокси-
нитрит является нестабильной химической молеку-
лой, его судьба определяется кинетикой доступных
реакций, и в биохимических системах их можно
обобщить в виде трех возможных путей [20]. Деток-
сикация пероксинитрита происходит в результате
изомеризации в нитрат и восстановления до нит-

( )−•
2О ,

−•
2O

Рис. 1. Конформационные изомеры пероксинитрита.
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рит-иона и нитрит-радикала в реакциях двух- или
одноэлектронного восстановления соответственно.

1. Протон-зависимая изомеризация в нитрат:

Нетоксичный путь распада до нитрата, поскольку
нитрат имеет очень ограниченную биологическую
активность. Эту реакцию катализируют гемопроте-
иды, в частности, – оксигемоглобин и метмиогло-
бин, а также синтетические FeIII-порфирины.

2. Двухэлектронное восстановление до нитрит-
иона:

Этот путь является в количественном отноше-
нии наиболее значимым путем деградации в био-
логических системах. Реакция катализируется
гемпероксидазами, MnII-порфиринами и перок-
сиредоксинами [21].

3. Одноэлектронное восстановление до нит-
рит-радикала •NO2:

Реакция катализируется гем-пероксидазами,
MnIII-порфиринами и FeIII-порфиринами.

Ловушки пероксинитрита. Глутатион. Перок-
синитрит реагирует с глутатионом с образова-
нием S-нитрозотиола, который может быть ис-
точником NO [22]. Этот механизм также может
представлять собой один из путей детоксика-
ции пероксинитрита/пероксинитрозной кис-
лоты (рис. 3).

− +→ +3ONOOH NO H .

− −⎯⎯⎯→ +–2e
2ОNOOH NO H .

− −⎯⎯⎯→ +i1e
2ОNOOH NO H .

Ферментом, катализирующим эту реакцию, яв-
ляется тетрамерная селенсодержащая глутатионпе-
роксидаза (GPx, КФ 1.11.1.9), которая в восстанов-
ленной форме реагирует с пероксинитритом при
рН 7.4 и 25°С [22]. Реакция представляет собой ка-
талитическое двухэлектронное восстановление
ONOO– до нитрита, а окисленная форма фермента
утилизируется за счет глутатиона, который, в свою
очередь, восстанавливается под действием глутати-
онредуктазы (КФ 1.8.1.7) в присутствии NADPH2.

Fe-; Mn-порфирины. Среди синтетических лову-
шек пероксинитрита известны порфирины марган-
ца (MnP) [23]. При взаимодействии ONOO– с
Mn(III)P и Mn(II)P образуются •NO2 и  соот-
ветственно и Mn(IV)P, который является силь-
ным окислителем. Затем в результате реакции
Мn(IV)Р с восстановителями (Rd) образуются
Mn(III)Р и производные радикалов Rd• [20]. Та-
ким образом, взаимодействие пероксинитрита с
Mn(III)-порфиринами представляет собой катали-
тический цикл (рис. 4). Следует отметить, что окис-
ленный комплекс марганца способен взаимодей-
ствовать практически с любым доступным восста-
новителем. Чаще всего в качестве восстановителей
выступают ураты, аскорбат, глутатион или тирозин.

Представленный механизм утилизации перок-
синитрита может быть использован для регуляции
биологически нежелательных реакций in vitro, на-
пример, окисления ДНК или нитрозилирования
тирозина. Тем не менее, in vivo этот процесс мало-
вероятен из-за доступности других потенциаль-
ных восстановителей.

–
2NO

Рис. 2. Синтез и детоксикация пероксинитрита. eNOS, iNOS, nNOS – эндотелиальная, индуцируемая и нейрональная
NO-синтазы соответственно.

•NO О•–
2+

ONOO–

Детоксикация пероксинитрита

ЛОВУШКИ:
•Глутатион,
•металл-связывающие
   центры (порфирины),
•диоксид углерода,
•карбонильные соединения

БИОТРАНСФОРМАЦИЯ:
•изомеризация в нитрат,
•восстановление
   до нитрит-иона
   и нитрит-радикала

eNOS
iNOS
nNOS

Mитохондриальная
ксантиноксидаза;
НАДФН-оксидаза
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Железопорфирины катализируют изомериза-
цию пероксинитрита в нитрат:

Использование в качестве ловушек синтетиче-
ских железопорфиринов имеет большое практи-
ческое значение при пероксинитрит-опосредо-
ванных патологиях [24].

Диоксид углерода. Одним из путей распада пе-
роксинитрита является взаимодействие с CO2
(рис. 5). Углекислый газ связывает пероксинитрит
с образованием пероксикарбоната 
который распадается с образованием радикаль-
ных продуктов: нитрит-радикала (•NO2) и нит-
рит-анион-радикала  [25, 26]. Скорость
реакции зависит от наличия в среде пероксидаз, а
также от рН среды.

Карбонильные соединения. Механизм взаимо-
действия пероксинитрита с карбонильными со-
единениями подобен механизму взаимодействия
с CO2, однако оно протекает медленнее. На пер-

+ = + +II – III •– –
2 2 3HbFe O ONOO HbFe O NO .

( )–
2ОNOOCO ,

( )• –
3NO

вом этапе происходит взаимодействие ONOO– с
углеродом карбонила, образующийся промежуточ-
ный продукт затем трансформируется в нитрат и
исходное карбонильное соединение, которое спо-
собно диффундировать из клетки и давать вторич-
ные радикальные продукты или в случае альдеги-
дов распадаться до карбоксилат-иона и азотной
кислоты через перенос атомов водорода [20].

Таким образом, чтобы соединение могло вы-
ступать в качестве ловушки пероксинитрита, оно
должно обладать следующими свойствами:

– высокой реакционной способностью, по-
скольку соединение должно реагировать с перок-
синитритом быстрее, чем он вступит в реакцию с
другими естественными мишенями;

– высокой концентрацией и доступностью,
поскольку соединение должно присутствовать в
клетке в достаточно высоких концентрациях, так
как взаимодействие ONOO– с основными мише-
нями определяется константой скорости;

– каталитической активностью, поскольку
окисленная форма соединения должна быстро

Рис. 3. Взаимодействие пероксинитрозной кислоты с глутатионом в присутствии селенсодержащей глутатионперок-
сидазы (GPx, КФ 1.11.1.9).
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Рис. 4. Взаимодействие пероксинитрита с Mn-порфиринами. Mn(II)P, Mn(III)P, Mn(IV)P – Mn-порфирины с разной
степенью окисления марганца; Rd – восстановитель; Rd• – радикал восстановителя.
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восстанавливаться естественным путем, чтобы
не вступать в побочные реакции и не оказывать
токсического и повреждающего действия;

– отсутствием токсичности конечных продук-
тов реакции.

ТОКСИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ 
ПЕРОКСИНИТРИТА: 

МИШЕНИ И МЕХАНИЗМЫ
ПОВРЕЖДАЮЩЕГО ДЕЙСТВИЯ

Токсический потенциал пероксинитрита и его
радикальных продуктов объясняется его способ-
ностью окислять или нитрозилировать основные
классы биомолекул: белки, липиды, нуклеиновые
кислоты и углеводы. Однако в биологических си-
стемах, в которых эти мишени сосуществуют,
первоочередность процессов будет определяться
концентрациями взаимодействующих соедине-
ний и константами скоростей реакций.

Мишени токсического действия пероксинитрита.
Белки. Белки являются основными мишенями пе-
роксинитрита из-за высокой концентрации и реак-
ционной способности входящих в их состав амино-
кислотых остатков. Реактивность пероксинитрита
по отношению к аминокислотным остаткам в бел-
ке проявляется в таком порядке: цистеин, метио-
нин, триптофан, тирозин. Для протекания некото-
рых из этих процессов необходим СО2 (табл. 1).

Напомним, что среди белков важными мише-
нями для пероксинитрита являются гемопроте-
иды [14, 15]. Прямое и быстрое взаимодействие
ONOO– с оксиHb и оксимиоглобином приводит
к образованию окисленных форм гемопротеидов,
повреждению порфиринового кольца с последу-
ющей деградацией гема.

Нуклеиновые кислоты и нуклеотиды. Перокси-
нитрит может вызывать повреждение ДНК, вклю-
чая окисление углеводов и азотистых оснований
[35, 36]. Например, под действием окислителей
происходит модификация гуанина в 8-оксогуанин
[37], который далее взаимодействует с перокси-
нитритом с образованием 8-нитрогуанина [38].

Большинство исследований пероксинитрит-за-
висимого повреждения ДНК были проведены in vi-
tro с использованием нуклеотидов или изолирован-
ной ДНК. Под действием пероксинитрита могут
происходить разрывы нитей ДНК, которые были
обнаружены, как в изолированной ДНК [39], так и в
клетках, подвергнутых воздействию экзогенного
ONOO–. Механические разрывы нитей, по-види-
мому, возникают как вследствие повреждения угле-
вода, так и модификации азотистого основания. По-
казано, что углекислый газ увеличивает образование
нитрогуанина, но уменьшает разрывы нитей ДНК, и
может быть важным модулятором модификаций
нуклеиновых кислот пероксинитритом in vivo.

Подобные процессы могут происходить и с
циклическими нуклеотидами. Так, 8-нитрогуа-
нозин-3',5'-цикломонофосфат (8-нитро-cGMP) –

электрофильное соединение, выполняющее сиг-
нальные функции [40], эндогенно образуется при
нитровании гуанозин-3',5'-цикломонофосфата
(cGMP) пероксинитритом или диоксидом азота
[28]. 8-нитро-cGMP реагирует с сульфгидрильны-
ми группами белков, образуя Cys-cGMP-аддукты
(S-гуанилирование) [41]. В частности, так регули-
руется активность белка Keap1, участвующего в
сигнализации редокс-условий и экспрессии бел-
ков второй фазы инактивации ксенобиотиков.

Липиды. При воздействии пероксинитрита на
клетку первыми мишенями для повреждения яв-
ляются мембранные биомолекулы, и, естествен-
но, важную роль здесь играют липиды.

Ненасыщенные жирные кислоты мембран мо-
гут быть повреждены различными активными фор-
мами кислорода (АФК) и азота (АФА), включая ра-
дикалы – производные ONOO– (•OH и •NO2).
При одноэлектронном окислении мембранных
жирных кислот, вызванном АФК или АФА, обра-
зуются высокореактивные алкильные радикалы,
которые могут принимать электроны от других
жирных кислот, запуская реакции цепного ради-
кального окисления. При этом алкильные произ-
водные быстро реагируют с молекулярным кис-
лородом, образуя органический пероксильный
радикал (ROO•), который также может иниции-
ровать реакции перекисного окисления липидов
в биологических мембранах [42].

Липидные радикалы могут реагировать с АФА
(ONOO–, •NO и •NO2), что приводит к образова-
нию нитрозилированных и нитрованных липи-
дов. Пероксильные радикалы при взаимодей-
ствии с •NO образуют органический пероксинит-
рит (ROONO–) – липидное производное, которое
может превращаться в органический нитрат
(RONO2) или разлагаться на алкоксильный ради-
кал (RO•) и нитрит-радикал (•NO2). Для утилиза-

Рис. 5. Взаимодействие пероксинитрита с СО2. Доля пу-
тей распада пероксикарбоната ( ) до нитрит-

радикала (•NO2) и нитрит-анион-радикала  по-
казана цифрами на стрелках.

CO2 + ONOO–

CО•– + •NO2
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ции образовавшегося алкоксильного радикала
расходуется еще одна молекула •NO [43]. Перок-
синитрит реагирует с ненасыщенными жирны-
ми кислотами с образованием алкильного про-
изводного пероксинитрита LOONO, который
затем превращается в более стабильный LONO2
или распадается до LO• и •NO2 [44].

Нитролипиды, образующиеся в результате нит-
рования ненасыщенных жирных кислот и липид-
ных радикалов пероксинитритом или диоксидом
азота, как и описанный выше 8-нитро-cGMP
можно отнести к эндогенным электрофильным
соединениям, выполняющим сигнальные функ-
ции [27, 40]. Как и 8-нитро-cGMP, нитролипиды
образуют обратимые аддукты с SH-группами бел-
ков по реакции присоединения Михаэля и регу-
лируют ключевые адаптивные сигнальные пути,
участвующие в клеточном гомеостазе и воспали-
тельном ответе [45]. Эти соединения особенно
важны для регуляции работы сердечно-сосуди-
стой системы [45]. Образование нитро-жирных
кислот было обнаружено и количественно опре-
делено в плазме крови человека и мембранах
эритроцитов [46], а также доказана роль нитроли-
пидов при патологии почек [47].

При нитровании арахидоновой кислоты образу-
ется сложная смесь продуктов, включающая цис- и

транс-изомеры ее производных и нитрогидрокси-
арахидонат [48]. Нитроарахидоновая кислота явля-
ется потенциальным ингибитором циклооксигена-
зы [49], а нитроалкен, также продукт нитрования
арахидоновой кислоты, обладает противовоспали-
тельной активностью в макрофагах, осуществляе-
мой по двум механизмам: ингибирование экспрес-
сии iNOS и снижение продукции провоспалитель-
ных цитокинов [50]. Нитролинолевая кислота
проявляет сигнальную активность, связанную с
противовоспалительными эффектами [51].

Потенциальное фармакологическое действие
нитролипидов проявляется в ингибировании ги-
пертензии и воспаления сосудов [52, 53], при защи-
те кардиомиоцитов в изолированной модели ише-
мии/реперфузии сердца [54], а также уменьшении
атеросклеротического поражения, показанном в
модельных экспериментах на животных [55, 56].

ПЕРОКСИНИТРИТ КАК СИГНАЛЬНАЯ
И РЕГУЛЯТОРНАЯ МОЛЕКУЛА

Пероксинитрит обладает не только токсиче-
ским действием. В некоторых случаях он способен
выступать и как сигнальная молекула. Обсуждает-
ся его участие в качестве компонента системы мес-
сенджеров и сигнальных молекул, ответственных

Таблица 1. Модификации аминокислотных остатков белков пероксинитритом: продукты и особенности хими-
ческих реакций
Аминокислотный 

остаток Продукты реакции Условия и особенности протекания реакции

Цистеин Нитрозотиины,
тиоловые радикалы, 
конъюгаты с глутатио-
ном

– Необходима постоянная концентрация реагентов и наличие СО2;
– на протекание реакции влияет природа и доступность вовлечен-
ного тиола (свободный цистеин или внутримолекулярный 
цистеин) [27, 28].

Триптофан 6-нитротриптофан – Соотношение триптофан / пероксинитрит в сторону трипто-
фана способствует образованию преобладающего продукта 6-нит-
ротриптофана;
– побочные продукты реакции: N-формилкинуренин, дигидрок-
ситриптофан;
– для протекания реакции необходимы электроны и протоны;
– присутствие гемсодержащих пероксидаз и перекиси водорода спо-
собствуют окислению триптофана до нитротриптофана [29, 30].

Метионин Метионин-сульфок-
сид, метионинсульфон

– Скорость реакции с пероксинитрозной кислотой выше, чем
с пероксинитритом;
– возможность окисления метионина пероксинитритом и его 
производными зависит от доступности метионина (свободная 
аминокислота или часть пептидной цепи);
– выход сульфоксида метионина снижается в присутствии CO2 
[31, 32].

Тирозин Дитирозин,
3-нитротирозин

– Скорость реакции нитрования тирозина возрастает в присут-
ствии СО2 и АФК за счет формирования радикалов тирозина;
– тирозильные радикалы могут взаимодействовать между собой, 
что приводит к формированию 3,3-дитирозина [33, 34].
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за окислительно-восстановительную регуляцию
метаболизма, активность ферментов, процессов
транскрипции, клеточной дифференцировки и
апоптоза [57–59]. Рассмотрим некоторые из сиг-
нальных функций пероксинитрита подробнее.

Регуляция внутриклеточных сигнальных путей.
Показано, что пероксинитрит влияет на такие
важные для сигнальных путей ферменты, как ки-
назы, и на регулируемые ими пути метаболизма.

Имеются противоречивые данные относитель-
но регуляции пероксинитритом протеинкиназы B
(семейство РКВ/Akt; cерин/треонин-специфиче-
ская протеинкиназа), участвующей в регуляции
метаболизма глюкозы, апоптоза, пролиферации
клеток и интегрирующей клеточные ответы к фак-
торам роста и инсулину. Пероксинитрит и его до-
норы инициируют фосфорилирование и актива-
цию PKB/Akt, что сопровождается фосфорилиро-
ванием киназы гликогенсинтазы-3 в фибробластах
кожи человека [60]. Пероксинитрит-зависимое
фосфорилирование PKB/Akt приводит к актива-
ции транскрипционного фактора Nrf2, что влияет
на экспрессию глутатион-S-трансферазы [61]. Ре-
зультатом может быть также увеличение активно-
сти цитопротекторного фермента гем-оксигена-
зы-1 в нервных клетках [62]. Были предложены
различные механизмы активации пероксинитри-
том пути PKB/Akt [63, 64]. При этом получены
данные, что он ингибирует сигнальный путь
PKB/Akt в эндотелиальных клетках и макрофагах
[65–67]. Ингибирование пути PKB/Akt перокси-
нитритом, образующимся при диабете, приводит
к эндотелиальной дисфункции и сосудистой па-
тологии [68], а усиленное образование ONOO−

при диабете может быть вызвано усиленным об-
разованием  и активацией экспрессии индуци-
руемой NO-синтазы (iNOS) [69]. Таким образом,
пероксинитрит способен как активировать, так и
ингибировать путь PKB/Akt, индуцируя окисле-
ние и нитрование тирозина, а знак эффекта зави-
сит от концентрации ONOO–, типа клетки и хи-
мического окружения.

С протеинкиназами B связано и действие перок-
синитрита на сигнальные пути инсулина. В дополне-
ние к своему метаболическому гормональному дей-
ствию инсулин играет важную роль в поддержании
физиологической эндотелиальной функции стиму-
ляции синтеза NO через каскад активации фосфо-
инозитид-3-киназы (PI3K-Akt) [62, 68]. В свою
очередь PI3K-Akt активирует серин/треонин-про-
теинкиназу PKB/Akt, что усиливает дальнейшее
фосфорилирование серина эндотелиальной NO-
синтазы и приводит к увеличению продукции NO
[68]. Воздействие пероксинитрита на эндотелиаль-
ные клетки пупочной вены человека (HUVECs)
значительно ингибирует инсулин-зависимое фос-
форилирование PKB/Akt по остаткам серина [66].

Пероксинитрит, как и другие прооксиданты,
может активировать митоген-активируемые про-
теинкиназы (MAPK), представляющие наиболее

−•
2O

важное семейство серин-треониновых киназ, во-
влеченных в регуляцию многих сигнальных пу-
тей. Этот процесс может идти через активацию
эпидермального рецептора фактора роста Raf-1 и
небольших G-белков, от которой зависят восхо-
дящие сигнальные пути, запускающие актива-
цию киназы киназы митоген-активируемой ки-
назы (MKKK) [70].

Внеклеточная сигнал-регулируемая киназа (ERK –
extracellular signal-regulated kinase). Этот фермент
играет центральную роль в сигнальном пути, ко-
торый активируется факторами роста EGF через
активацию EGFR, киназы Raf-1, и MEK1 (ком-
понента киназы MAPK/ERK). ERK может быть
активирована окислителями и свободными ради-
калами, в том числе пероксинитритом [71]. В серд-
це ERK представляет собой кардиопротекторную
сигнальную молекулу, которая включена в основ-
ной регуляторный путь гипертрофии миокарда
при различных формах стресса [72].

Механизмы активации ERK при окислитель-
ном стрессе неясны. Данные, полученные на изо-
лированных фибробластах [73], нейтрофилах [74],
эндотелиальных [75] и нервных клетках [76], кар-
диомиоцитах [77] и целой легочной ткани [78], по-
казывают, что пероксинитрит является мощным
активатором ERK. Однако в каждом типе клеток
этот эффект объясняется различными механизма-
ми. Интересно, что активация ERK в миофиброб-
ластах легкого крысы полностью зависит от нитро-
вания тирозина MEK.

c-Jun N-терминальная (концевая) киназа (JNK –
c-Jun N-terminal kinases). JNK существует в виде
трех изоформ (JNK-1, 2 и 3), активирующихся в от-
вет на стрессовые факторы внешней среды: УФ-из-
лучение, тепловой удар, механический стресс и
окислители, к которым относится и пероксинит-
рит. JNK активируется небольшими G-белками
(ras/rac) через сигнальный путь, который включает
несколько киназ MAPKKK, MKK1 и MKK4, свя-
занные друг с другом в конкретных сигнальных
модулях [79, 80]. Сигнальный путь JNK играет
важную роль в развитии воспалительных реакций
и апоптоза. По аналогии с ERK и р38 MAPK акти-
вация JNK регулирует гибель или выживание кле-
ток разного типа в условиях стресса.

р38 MAP киназа (p38 MAPK или CSBP – цитоки-
нин-специфический связывающий белок). p38 MAPK
представлена 5 изоформами (α, β1, β2, γ и δ), кото-
рые активируются в стрессовых условиях через
MAPKKK, MKK3 и MKK6. В сердце p38 защища-
ет сердечные миоциты от гипертрофии и ремоде-
лирования миокарда, а также является регулято-
ром пролиферации в терминально дифференци-
рованных кардиомиоцитах.

Активно изучается роль α- и β-изоформ р38 в
регуляции выживаемости клеток при окислитель-
ном стрессе. Для многих типов клеток показано,
что активация р38 различными видами оксидантов
приводит к апоптозу. Доказано, что пероксинитрит
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запускает фосфорилирование и активацию p38 в
клетках сердца [81, 82], сосудов [83] и нервной си-
стемы [84, 85].

Протеинкиназа С (PKC). Фермент относится к
семейству фосфолипид-зависимых киназ cери-
на/треонина, которые участвуют во многих сиг-
нальных путях, регулируя рост и дифференцировку
клеток, апоптоз, иммунные реакции и реакции
стресса, особенно окислительного [86].

Пероксинитрит играет важную роль в процес-
се активации PKC во время ишемического пре-
кондиционирования [87]. Стимуляция первич-
ных кардиомиоцитов крыс происходит за счет ак-
тивации PKC через нитрование тирозина. Это
способствует усилению взаимодействия PKC с ее
субстратным белком RACK2. Данный механизм
также может быть опосредован ONOO–.

В кровеносных сосудах классические изофор-
мы протеинкиназы (α, β и γ) регулируют разнооб-
разные физиологические функции. Повышенная
активность PKC (особенно β-изоформы) связана
с такими острыми и хроническими сосудистыми
стрессами, как гипоксия, ишемия-реперфузия,
механический стресс (рестеноз после ангиопла-
стики) и атеросклероз [87]. Все эти формы сосу-
дистых стрессов связаны с усиленным образова-
нием пероксинитрита в стенке сосуда.

Src-киназа. Фермент является нерецепторной
тирозинкиназой и гомологом онкогена v-src, вхо-
дящего в геном вируса саркомы Рауса, что обу-
словило происхождение ее названия. Доказано
активирующее действие пероксинитрита на две
src-киназы: lyn и hck. Активация им hck может
быть объяснена обратимыми окислительно-вос-
становительными изменениями SH-групп, в то
время как активация lyn происходит по цистеин
независимому механизму окисления [88].

Ядерный фактор kappa В (NF-kB). Фактор отно-
сится к семейству димерных транскрипционных
факторов. NF-kB регулирует экспрессию многих
генов, участвующих в иммунном ответе, воспале-
нии и защите клеток от стресса окружающей сре-
ды. Активация NF-kB зависит от фосфорилирова-
ния I-kB (ингибирующих белков) и опознавания
убиквитином. Протеасомная деградация белков
I-kB индуцирует высвобождение транскрипцион-
ных факторов NF-kB, которые запускают экспрес-
сию генов [89, 90].

АФК, в том числе пероксинитрит, способствуют
активации NF-kВ, но специфическая роль ONOO–

в этом процессе до конца не понятна. Известно, что
его микромолярные концентрации вызывают акти-
вацию NF-kB, наряду с продукцией интерлейкина-
6 в моноядерных лейкоцитах. Данный эффект объ-
ясняют нитрованием I-kB по Tyr42, что может вы-
зывать его протеасомную деградацию [91].

Транспортер дофамина (hDAT). Пероксинитрит
вызывает повреждение нейронов, что может
вносить существенный вклад в этиологию бо-
лезни Паркинсона. ONOO– вызывает дозозави-

симое и необратимое ингибирование активности
hDAT [92], окисляя в нем остаток цистеина 342.
Таким образом, препараты, понижающие функцию
hDAT in vivo, могут оказывать свое действие через
окислительный стресс, опосредованный ONOO–.

α, β-адренорецепторы (GPCR). Показано, что
пероксинитрит подавляет β-адренергические ре-
акции путем нитрования остатков тирозина, на-
ходящегося в β1- и β2-адренорецепторах [93].

Основные сигнальные пути, регулируемые пе-
роксинитритом, показаны в табл. 2.

Регуляция активности ферментов. Особый ин-
терес представляет действие пероксинитрита на
ферменты, которое, как правило, in vitro приво-
дит к их инактивации. При работе с клеточными
культурами in vivo этого может и не происходить
из-за одновременного протекания других реак-
ций с участием пероксинитрита. В табл. 3 приве-
дены результаты таких исследований.

Видно, что большинство ферментов, для ко-
торых показано ингибирующее действие перок-
синитрита, представляют собой оксидоредуктазы
(1 класс ферментов) – 13 из 22, а простациклинсин-
таза (КФ 5.3.99.4) относится к внутримолекуляр-
ным оксидоредуктазам – 3 подкласс трансфераз.
Таким образом, ONOO–, являющийся сильным
окислителем, в первую очередь действует на фер-
менты, катализирующие окислительно-восста-
новительные реакции.

Пероксинитрит чаще всего вызывает необра-
тимое окисление или нитрование аминокислот-
ного остатка, которое изменяет структуру и, как
следствие, функциональную активность белка.
Иногда это может приводить и к активации фер-
мента. Так, пероксинитрит способствует актива-
ции проколлагеназы, поскольку в условиях окис-
лительного/нитрозативного стресса изменяется
конформация остатка цистеина в аутоингибитор-
ном домене профермента, что приводит к актива-
ции коллагеназы и распаду коллагена [125].

Изменение активности ферментов не всегда
связано с прямым воздействием на них перокси-
нитрита, а может быть результатом развития окис-
лительного или нитрозативного стресса, обуслов-
ленного токсичностью ONOO–, вследствие чего
начинается каскад событий, например, как в слу-
чае с каспазой-3. Пероксинитрит инактивирует
Mn-супероксиддисмутазу [109], что влечет за со-
бой образование АФК, повреждение наружной
мембраны митохондрий и выход в цитоплазму ци-
тохрома с. Цитохром с формирует комплекс с ци-
тозольными белками, Apaf-1 и прокаспазой-9, что
приводит к образованию активной каспазы-9, ко-
торая, в свою очередь, положительно воздействует
на прокаспазу-3 [126]. Итогом всех происходящих
событий становится апоптоз клеток.

Следует отметить, на какие сайты в молекулах
ферментов действует пероксинитрит. В первую
очередь, это остатки цистеина (включая селено-
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цистеин) – в 12 случаях, и тирозина – в 9 случаях.
Пероксинитрит может действовать и на небелко-
вые участки активного центра фермента, в том
числе металлсодержащие: молибдокофактор у
ксантиноксидазы [98, 99, 101, 102], марганец у
Mn-супероксиддисмутазы [110] и железосерные
кластеры у сукцинатдегидрогеназы и аконитазы
[101, 102, 121]. Но наиболее часто встречающейся
мишенью действия ONOO– на ферменты, как и
на белки в целом, является остаток цистеина –
тиол-содержащей аминокислоты.

Таким образом, пероксинитрит объединяет в
себе свойства АФК и АФА и является очень силь-
ным окислителем. Пероксинитрит и пероксинит-
розная кислота участвуют во многих реакциях,
включая одно- и двухэлектронное окисление, нит-
рование и в меньшей степени нитрозилирование
различных соединений, при этом скорость взаи-
модействия пероксинитрита с биомолекулами как
правило превышает скорость его биотрансформа-
ции. Главными мишенями ONOO– in vivo являют-
ся СО2 и тиолы, а также глутатион, который играет
ключевую роль в детоксикации этой молекулы.

Действует пероксинитрит и на многие белки, в
том числе ферменты, прежде всего оксидоредук-
тазы, причем наиболее часто встречающейся ми-
шенью его действия являются остатки цистеина.
Этот тиол-содержащий аминокислотный остаток

является одним из наиболее реакционноспособ-
ных и взаимодействует с различными АФК и АФА,
как в свободном состоянии, так и в составе глутати-
она и многих белков. Именно противодействие
окислению остатков цистеина способствует защи-
те и всей белковой молекулы от окислительного и
нитрозативного стресса. Ранее нами было показа-
но антиоксидантное действие на молекулу гемо-
глобина динитрозильных комплексов железа, ко-
торые связываются с остатком цистеина β-субъ-
единицы [127, 128].

Помимо описанного выше токсического дей-
ствия пероксинитрит может модулировать различ-
ные сигнальные пути в клетке, а также сообщать об
их гибели. Взаимодействие пероксинитрита со
многими биомолекулами приводит к образованию
модифицированных продуктов, которые могут вы-
полнять сигнальную функцию. Если количество
модифицированных продуктов не превышает до-
пустимой величины, они дают сигнал о включении
программы адаптации, а при их избытке – они вы-
зывают повреждение, а иногда и гибель клеток.

Разработка фармакологической стратегии
борьбы с токсическим действием пероксинит-
рита поможет скорректировать метаболические
процессы при многих патологиях. Поэтому
очень важным является изучение механизмов
детоксикации ONOO–, так как это будет способ-

Таблица 2. Сигнальные пути, регулируемые пероксинитритом

Сигнальный белок Активация (+)/
ингибирование (–) Биологическая роль

PKB (протеинкиназа В);
PKC (протеинкиназа С)

+/– Регуляция метаболизма глюкозы, апоптоза, проли-
ферации клеток, транскрипции [60–69, 86, 87]

PI3K фосфоинозитид-3-киназа
(сигнальный путь инсулина)

+/– Регуляция роста, пролиферации, и метаболизма 
клеток, защита от апоптоза [62, 68]

MAPK (митоген-активируемые про-
теинкиназы)

+ Регуляция транскрипции генов метаболизма, проли-
ферации и подвижности клеток, апоптоза [70, 94]

ERK (внеклеточная сигнал-регули-
руемая киназа)

+ Активация T-клеток, пролиферации эндотелиаль-
ных клеток; регуляция синаптической пластично-
сти и фосфорилирования транскрипционного 
фактора p53 [71–78]

JNK (c-Jun N-терминальная киназа) + Регуляция апоптоза, воспаления, продукции цито-
кинов и метаболизма [79, 80]

р38 MAPK или CSBP (цитокинин-
специфический связывающий белок)

+ Регуляция клеточной реакции на цитокины и стресс 
(УФ-облучение, температура); регуляция апоптоза 
и аутофагии [81–85]

Src – семейство киназ + Активация NMDA-рецепторов [88, 95]
NFkВ (ядерный фактор kappa β) +/– Регуляция экспрессии генов, участвующих в иммун-

ном ответе, воспалении и защите клеток от экологи-
ческих стрессов [89–91]

hDAT (транспортер дофамина) – Перенос дофамина из синаптической щели в цито-
золь [92]

α,β-адренорецепторы
(GPCR)

– Регуляция артериального давления, гликолиза, 
липолиза, теплопродукции [93]
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Таблица 3. Ферменты, инактивируемые пероксинитритом*

* (+) – ингибирующее действие пероксинитрита на фермент; (?) – нет данных.

Фермент

Модифицированный 
аминокислотный остаток 

или участок активного 
центра

Инактивация 
фермента

in vitro

Инактивация 
фермента

in vivo
Источник

Алкогольдегидрогеназа дрожжей
(КФ 1.1.1.1)

Cys + + [96, 97]

Ксантиноксидаза 
(КФ 1.1.3.22)

MoCo (молибденовый 
кофактор)

+ + [98, 99]

Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа
(КФ 1.2.1.59)

Cys + ? [100]

Сукцинатдегидрогеназа
(КФ 1.3.5.1)

[4Fe-4S]
(железо-серный кластер)

+ + [101, 102]

Фумаратредуктаза
(КФ 1.3.5.4)

Cys ? + [102]

Глутаминсинтетаза
(КФ 1.4.1.13)

Tyr + ? [103]

НАД(Ф)-трансгидрогеназа
(КФ 1.6.1.1)

Tyr + ? [104]

Тиоредоксинредуктаза
(КФ 1.8.1.9)

Se-Cys ? + [105]

Глутатионпероксидаза
(КФ 1.11.1.12)

Se-Cys + + [105, 106]

Триптофангидроксилаза
(КФ 1.13.99.3)

Cys + ? [107]

Циклооксигеназа (КФ 1.14.99.1) Tyr + + [108]
Mn-cупероксиддисмутаза (КФ 1.15.1.1) Tyr/Mn + + [109, 110]
Рибонуклеотидредуктаза
(КФ 1.17.4.2)

Tyr + ? [111]

Креатинкиназа
(КФ 2.7.3.2)

Cys + + [112]

НАДФ+-зависимая изоцитратдегидрогеназа
(КФ 2.7.11.5)

Cys/Tyr + ? [113]

Тирозингидроксилаза
(КФ 2.7.11.6)

Tyr/Cys + + [114, 115]

Тирозинфосфатаза (КФ 3.1.3.86) Cys + + [116, 117]
Zn2+-глицерофосфохолин-фосфодиэстераза
(КФ 3.1.4.2)

Tyr + ? [118]

Каспаза 3 (КФ 3.4.22.56) Cys + + [119, 120]
Аконитаза 
(КФ 4.2.1.3)

[4Fe–4S]
(железо-серный кластер)

+ + [121]

Простациклинсинтаза
(КФ 5.3.99.4)

Tyr + + [122, 123]

Ca2+-ATФаза
(КФ 7.2.2.10)

Cys ? + [124]

ствовать созданию лекарственных препаратов для
лечения заболеваний, сопровождаемых нитроза-
тивным стрессом. При этом необходимо учитывать
тот факт, что малые дозы пероксинитрита и про-
дуктов его обмена могут играть и позитивную

роль для клетки и организма, активируя сигналь-
ные пути адаптации к условиям стресса.
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Peroxynitrite: Toxic Agent and Signal Molecule
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Reactive nitrogen specie – peroxynitrite is one of the most powerful oxidizers in the body. Depending on the
conditions it either undergoes biotransformation and detoxification, or interacts with various substances
(proteins and among them enzymes, lipids, nucleic acids, carbohydrates) with their modification. Thiol com-
pounds are most actively exposed to peroxynitrite, including cysteine residues in proteins. Among enzymes
the inhibiting effect of peroxynitrite has been shown to the greatest extent on oxidoreductases, and here it also
more often acted on cysteine. Modified biomolecules may be toxic, but in physiological concentrations they
can function as participants of signaling pathways. Data show that peroxynitrite is not only a toxic agent, but
also a component of the messenger system, and a signal molecule responsible for redox regulation of cellular
metabolism. Detoxification pathways are important aspects of studying peroxynitrite. They can contribute to
the search for drugs against diseases accompanied by nitrosative stress.
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Вирусные заболевания вызывают значительные потери урожая и заметное ухудшение качества
сельскохозяйственной продукции. В настоящее время не существует методов защиты растений от
циркулирующих в агроэкосистемах вирусов непосредственно какими-либо антивирусными препара-
тами, а меры борьбы сводятся к селекции устойчивых сортов, оздоровлению культивированием верху-
шечных меристем, а также к контролю численности насекомых-переносчиков. В обзоре описываются
современные подходы в защите растений от вирусных заболеваний редактированием генома,
регуляцией экспрессии генов растения-хозяина и/или вируса методами РНК-интерференции и форми-
рования искусственного консорциума растений с ризосферными и/или эндофитными микроорганиз-
мами, обладающими комплексной защитной активностью и иммуномодулирующим потенциалом.
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Вирусы – уникальные болезнетворные аген-
ты, способные использовать генетический аппа-
рат хозяина для воспроизводства и рециркуляции
в природе. В силу их патогенных свойств защита
человека, домашних животных, культурных рас-
тений и промышленных микроорганизмов от ви-
русных инфекций относится к одному из важней-
ших вызовов современности [1]. Культурные рас-
тения поражаются не менее чем 450 видами
вирусов [2], многократно уменьшая и ухудшая их
биологическую продуктивность, а также товарные
качества [3, 4]. Вирусная инфекция является одной
из причин “вырождения сорта”, неизбежно проис-
ходящего при возделывании культур без специаль-
ного семеноводства и сортообновления [5]. Аббре-
виатуры вирусных болезней, которые обсуждают-
ся в обзоре, приведены в табл. 1.

Восстановлением генетически запрограмми-
рованного биологического потенциала культуры
и освобождением ее от вирусов в растениеводстве
занимается комплекс семеноводческой инду-
стрии, проводящий мероприятия по химической
и биологической защите растений от вирусов и их
переносчиков, соблюдению агротехники (выбор
сроков посадки и уборки, соблюдение севооборо-
та, борьба с сорняками и др.), а также клоновому
отбору растений, биотехнологическому оздоров-
лению и размножению безвирусного материала в
культуре in vitro [6]. Вместе с тем, современная тех-

нология оригинального семеноводства, например,
безвирусного картофеля, основанная исключи-
тельно на выделении и регенерации безвирусных
апикальных меристем, недостаточно эффективна в
исключении вирусной инфекции. По мере репро-
дукции изначально безвирусный стерильный поса-
дочный материал в полевых условиях (3–5 лет) за-
ражается механическим путем или посредством
повреждения различными переносчиками (пато-
генными микроорганизмами, нематодами и насе-
комыми). Титр вирусных частиц в тканях растений
по мере репродукции культуры неуклонно повы-
шается. В итоге стародавние сорта в коллекциях, а
также образцы, отобранные в частных хозяйствах,
оказываются формирующими определенный ре-
зерват инфекции, в том числе вирусной [7].

В отличие от пестицидов, уничтожающих
грибные патогены и вредных насекомых, в насто-
ящее время отсутствуют эффективные химиче-
ские средства защиты растений против вирусов в
полевых условиях [8]. Вместе с тем, еще в начале
70 гг. 20 в. существенным этапом в развитии хи-
миотерапии как метода, дополняющего биотех-
нологические методы оздоровления растений от
вирусов, явилось открытие антивирусной актив-
ности рибавирина (1,β-D-рибофуранозил-1,2,4-
триазол-3-карбоксамид) [9]. В работе [10] показа-
но, что обработка растений томатов этим соедине-
нием полностью подавляет размножение вируса



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2020

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ЗАЩИТЫ РАСТЕНИЙ ОТ ВИРУСОВ 537

Таблица 1. Аббревиатура вирусных болезней, упоминаемых в обзоре
Вирус бронзовости томата ВБТ Tomato spotted wilt virus TSWV
Вирус мозаики томатов ВТоМ Tomato mosaic virus TоMV
Вирус черной кольцевой пятнистости томатов ВЧКПТ Tomato black ringspot nepovirus TBRSV
Вирус желтой курчавости листьев томата ВЖКЛТ Tomato yellow leaf curl virus TYLCV
Вирус крапчатой мозаики томатов ВКМТ Tomato mottle virus ToMoV
Вирус хлоротичной пятнистости томатов ВХПТ Tomato chlorotic spot virus TCSV
Вирус табачной мозаики ВТМ Tobacco mosaic virus TMV
Вирус погремковости табака ВПоТ Tobacco rattle virus TRV
Вирус некроза табака ВНТ Tobacco necrosis virus TNV
Табачный вирус стрика ТВС Tobacco streak virus TSV
X вирус картофеля XВК Potato virus X PVX
Y вирус картофеля YВК Potato virus Y PVY
М вирус картофеля МВК Potato virus М PVМ
Вирус черной кольцевой пятнистости картофеля ВЧКПК Potato black ringspot nepovirus PBRSV
Вирус метельчатости верхушек картофеля ВМВК Potato mop-top virus PMTV
Вирус скручивания листьев картофеля ВСЛК Potato leafroll virus PLRV
Вироид веретеновидности клубней картофеля ВВКК Potato spindle tuber viroid PSTV
Вирус пятнистости жилок острого перца ВПЖОП Chilli veinal mottle virus ChiVMV
Вирус крапчатости перца ВКП Pepper mottle virus PMV
Вирус мягкой крапчатости перца ВМКП Pepper mild mottle virus PMMoV
Вирус некротического пожелтения жилок свеклы ВНПЖС Beet necrotic yellow vein virus BNYVV
Вирус разрастания жилок салата-латука ВРЖСЛ Lettuce big-vein associated virus LBVaV
Вируса некроза почек арахиса ВНПА Groundnut bud necrosis virus GBNV
Вирусу желтой мозаики фасоли ВЖМФ bean yellow mosaic potyvirus BYMV
Вирус скручивания листьев маша ВСЛМ Urdbean leaf crinkle virus ULCV
Вирус крапчатости клевера ВКК Red clover mottle virus RCMV
Вирус вилта кормовых бобов = Вирус вилта фасоли ВВФ Broad bean wilt virus BBWV
Вирус пятнистости кормовых бобов ВПКБ Broad Bean Strain Virus BBSV
Вирус мозаики вигны ВМВ Cowpea mosaic virus CPMV
Вирус мозаики люцерны ВМЛ Alfalfa mosaic virus AMV
Вирус карликовости кукурузы ВКК Maize rough dwarf virus MRDV
Вирус карликовой мозаики кукурузы ВКМК Maize dwarf mosaic virus MDMV
Вирус желтой пятнистости ириса ВЖПИ Iris yellow Spot Virus IYSV
Вирус огуречной мозаики ВОМ Cucumber mosaic virus CMV
Вирус зеленой крапчатой мозаики огурца ВЗКМО Cucumber green mottle mosaic virus CGMMV
Вирус мозаики тыквы ВМТ Squash mosaic virus SMV
Вирус некротической пятнистости дыни ВНПД Melon necrotic spot virus MNSV
Вирус зеленой крапчатой мозаики киури ВЗКМК Kyuri green mottle mosaic virus KGMMV
Вирус некроза подсолнечника ВНП Sunflower necrosis virus SNV
Вирус кольцевой пятнистости папайи ВКПП Papaya ringspot virus, PRV
Вирус разрастания верхушек банана ВРВБ Banana bunchy top virus BBTV

бронзовости томатов (ВБТ). Мишенью рибавири-
на является фермент, эффективно блокирующий и
предотвращающий только синтез новых вирусных
частиц, поэтому препарат неэффективен против
уже сформировавшихся вирусных частиц. Кроме
того, обнаружен тератогенный эффект рибавири-
на по отношению к человеку [11].

На международном рынке пестицидов суще-
ствует ряд органических препаратов, которые по-

зиционируются производителями как антивирус-
ные. Например, предложены препараты, такие
как Virimox (“Gurudutt Agro Chemicals”, Индия),
который содержит антиоксиданты, подобные ас-
корбиновой кислоте, витамины и минералы, под-
держивающие иммунные реакции растений и ак-
тивирующие синтез лигнина, Virol-H (“Ambience
Fertchem”, Индия), содержащий водный экстракт
трав, и Viriweak (“Jaiveek Agro Biotech.”, Индия),
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активными компонентами которого являются са-
понины [12], а также Kobe (“Onzelivre BV”, Нидер-
ланды), активными веществами которого являют-
ся хризофановая кислота и пигмент лишайника
Xanthoria parietina, паритинин [13]. Механизм
действия этих препаратов основан либо на индук-
ции защитных реакций растений, либо на инсек-
тицидной или фунгицидной активностях, но не
на прямом вирицидном эффекте. Интересна ра-
бота египетских исследователей, в которой отме-
чается прямой, а также опосредованный актива-
цией иммунной системы растений, антивирусный
защитный эффект наночастиц оксида никеля про-
тив вируса огуречной мозаики (ВОМ) [14] и диок-
сида титана против вируса пятнистости кормовых
бобов (ВПКБ) [15].

При разработке мероприятий по защите расте-
ний от вирусов нельзя упускать из виду традици-
онные химические пестициды (бактерициды,
фунгициды, нематициды и инсектициды), дей-
ствующие как регуляторы численности потенци-
альных векторов переноса вирусных частиц. Дав-
но известно, что эффективными векторами мно-
гих фитовирусов являются тли (надсемейство
Aphidoidea), белокрылки (семейство Aleyrodidae),
трипсы (отряд Thysanoptera), нематоды (семей-
ство Trichodoridae) и др. [16–19]. Из-за поврежде-
ния почвенными нематодами Trichodorus sp. и
Paratrichodorus sp. происходит заражение расте-
ний картофеля вирусом погремковости табака
(ВПоТ) [20], а нематодами Longidorus sp. – виру-
сами черной кольцевой пятнистости картофеля
(ВЧКПК) и томатов (ВЧКПТ) [19]. Переносчи-
ком вируса ВОМ может быть фитопатогенный
гриб Rhizoctonia solani [21], вируса некротического
пожелтения жилок свеклы (ВНПЖС) – плазмо-
диофоровый псевдогриб Phoma betae A.B. Frank.
(син. Pleospora betae Bjorl.). Гриб Olpidium brassi-
cae, (Woronin) P.A. Dang, вызывающий ризома-
нию [22], может быть переносчиком вируcа раз-
растания жилок салата-латука (ВРЖСЛ) и вируса
некроза табака (ВНТ) [17, 19]. Вирус метельчато-
сти верхушек картофеля (ВМВК) распространя-
ется зооспорами гриба Spongospora subterranean
(Wallr.) Lagern. [3]. Обнаружена способность
зооспор возбудителя фитофтороза Phytophthora
infestance переносить X-вирус картофеля (ХВК)
[23], а вирус табачной мозаики (ВТМ) сохранял
свою вирулентность по отношению к табаку после
пассирования на мицелии этого оомицета [24].

В качестве основы для антивирусных препара-
тов исследователями особое внимание уделяется
низкомолекулярным биологически активным
молекулам и пептидам, способным активировать
иммунитет растений и уменьшить степень разви-
тия симптомов вирусной инфекции [25, 26]. Эти
соединения по сравнению с пестицидами менее
токсичны, легко утилизируются растениями и
разлагаются в окружающей среде без накопления

вредных веществ [3]. Они могут долговременно
усиливать в растениях иммунитет, защищающий
их от заражения вирусами и другими патогенами,
в том числе могут быть использованы для размно-
жения безвирусных микрорастений. Например,
имеются сведения об эффективном использова-
нии интерферона человека для борьбы с вируса-
ми [27, 28], в том числе ХВК, М-вируса картофеля
(MBK) и Y-вируса картофеля (YBK) на растениях
картофеля [29].

Хитозан и салициловая кислота (СК) нашли
практическое применение в качестве средств за-
щиты растений от вирусов [25, 30–32]. Показана
эффективность хитозана в защите картофеля от
ХВК, YBK, ВТМ, вируса некроза табака (ВНТ),
огуречной мозаики (ВОМ), мозаики люцерны
(ВМЛ), желтой мозаики фасоли (ВЖМФ), вирои-
да веретеновидности клубней (ВВКК) и др. [30, 31].
Использование хитозана способствовало умень-
шению степени развития вирусной инфекции у
растений банана [33], томатов [34] и огурца [35].
Его защитный эффект зависел от концентрации,
степени полимеризации, N-дезацетилирования,
заряда молекулы и природы ее химической моди-
фикации [36]. Механизм защитного эффекта хито-
зана оказался связан с предотвращением распро-
странения вирусов по сосудам флоэмы и плазмо-
десмам растений [31], в том числе благодаря
отложению каллозы в порах клеток ситовидных
трубок [37] и активации растительных рибонукле-
аз [31, 38]. Олигомеры хитозана индуцировали
устойчивость к ВТМ у растений Arabidopsis дикого
типа и нечувствительного к жасмоновой кислоте
мутанта (jar1), но не у растений Arabidopsis (NahG)
с лимитированным синтезом СК [39].

На растениях дурмана Datura stramonium L. вы-
явлено снижение степени пораженности ХВК по-
сле обработки κ/β-каррагинаном (сульфирован-
ный полисахарид) из красной водоросли Ticho-
carpus crinitus [40]. Активацией гидролитических
ферментов, в том числе рибонуклеаз, объясняют
защитный эффект применения динатриевой соли
2-ацетил-4-гидроксикарбонил-метилтио-5-хлоро-
циклопент-4-ен-1,3-диона (β, β'-трикетона) для
обработки листьев табака против ВТМ [41].

Под влиянием экзогенной СК обнаружена
экспрессия растительных рибонуклеаз, РНК-за-
висимой РНК-полимеразы, участвующей в ме-
ханизме антивирусной РНК-интерференции
(РНКи) [38], и, соответственно, накоплении ко-
ротких интерферирующих РНК [42]. Предполага-
ется, что это может приводить к полному исчезно-
вению вируса в растении [43]. Например, под
влиянием СК активность транскрипции РНК-за-
висимой РНК-полимеразы может увеличиваться
более чем в 1300 раз [44], ингибируя репликацию,
транспорт вирусных частиц от клетки к клетке по
плазмодесмам и проводящим сосудам [45]. Обра-
ботка синтетическим аналогом СК – бензотиади-
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азолом (S-метиловый эфир бензо-(1,2,3)-тиади-
азол-7-карботионовой кислоты), который явля-
ется основой препаратов “BION®” и “Astigard®”
(Syngenta, Швейцария), эффективно уменьшала
степень распространения YВК в растениях тома-
та в течение 7 сут после обработки [46]. Обработ-
ка растений перца Capsicum annuum препаратом
0.5 мM бензотиадиазола индуцировала устойчи-
вость к ВОМ [47]. Точно также обработка аналогом
СК, 2,6-дихлорникотиновой кислотой, восстанав-
ливала у растений линии картофеля NahG-Desire
устойчивость к YВК [48].

Однако несмотря на успешность использования
таких препаратов, следует принимать во внимание,
что описанные выше и другие подобные вещества в
относительно краткий срок утилизируются и/или
разбавляются в растениях, что способствует реин-
фекции, так как вирусные частицы постоянно при-
сутствуют в клетках и репродуцируются, как только
прекращается действие ингибирующего фактора [6,
11]. Так, например, уже к 14 сут после обработки
бензотиадиазолом различия в проявлении болезни
между контрольными и обработанными препара-
том растениями нивелировались [46].

Одним из главных путей борьбы с вирусной
инфекцией можно считать селекцию вирусо-
устойчивых растений. Но, к сожалению, у куль-
турных растений не так много источников генов
иммунитета к вирусам с доминантным типом на-
следования [49, 50]. Например, анализ 178 сортов
картофеля отечественной селекции, проведен-
ный Клименко с соавт. [7], показал, что из них
78.2% не имели ни одного маркера устойчивости
к YВК и только сорта, содержащие в геноме мар-
кер STM0003, сцепленный с геном Rysto, были в
определенной степени ценны для селекции. Гены
Ty-1 и Ty-3, отвечающие за устойчивость томатов к
вирусу желтой курчавости листьев томата
(ВЖКЛТ) оказались генами, кодирующими РНК-
зависимую РНК-полимеразу [51] важный фер-
мент РНКи.

Более эффективными по сравнению с класси-
ческими методами селекции для формирования
устойчивости оказались технологии генной ин-
женерии, когда в геном хозяйственно ценной
культуры (сорта) вводятся гены [52], кодирующие
синтез потенциально антивирусных белков (ин-
терферона и/или рибонуклеаз), белков токсич-
ных для насекомых (белков Cry и Vip бактерии
B. thuringiensis и/или ингибиторов протеиназ) или
капсидных белков (КБ) самого вируса [53, 54], а
также гены, ответственные за функционирование
механизмов редактирования геномов c использо-
ванием систем CRISPR/CasN и РНКи [55]. Вме-
сте с тем, следует отметить, что эффективность
таких трансформаций может быть различна и со
временем неизбежно преодолевается вирусами.
Так, показано, что если трансгенные линии кар-
тофеля, синтезирующие КБ YВК, проявили по-

чти полную устойчивость к соответствующему
вирусу, то синтез растениями КБ вируса скручи-
вания листьев (ВСЛК) приводил к формированию
устойчивости только у 72–96% растений [53].

Другим негативным эффектом массового вы-
ращивания в поле генно-модифицированных
растений является перераспределение видовой
структуры вирусов, которое может приводить к
распространению других, нецелевых, но также
вредоносных инфекций. Так, испанские ученые
[56] показали, что на посевах традиционного
сорта кукурузы преобладал вирус карликовости
(ВКК), в то время как на посевах генно-модифи-
цированной Bt-кукурузы – вирус карликовой
мозаики (ВКМК).

Интересен подход к формированию защиты
растений от вирусной инфекции с использовани-
ем эффекта РНКи, действующей как на тран-
скрипционном – метилирование ДНК, так и на
пост-транскрипционном уровнях посредством
прямой РНКи информационной или вирусной
РНК, опосредованной Dicer-подобными рибону-
клеазами III класса (Dicer-like protein, DCL) и ма-
лыми (короткими) интерферирующими РНК
(миРНК) [57]. Цхан с соавт. [55], показали, что в
растениях линий картофеля, экспрессирующих
генно-инженерную кассету CRISPR/Cas13a, со-
держащую миРНК, комплементарную фрагменту
генома YВК, накапливалось меньше вирусной
РНК, и, соответственно, уменьшалась интенсив-
ность проявления симптомов заболевания. Вместе
с тем, в некоторых случаях подобные манипуля-
ции приводили не только к устойчивости, напри-
мер, томатов к ВЖКЛТ, но и к значительному из-
менению транскриптома растений, у которых не-
которые интегрируемые компоненты негативно
влияли на продуктивность культуры [58]. В то же
время бурно развивающаяся технология редак-
тирования геномов, включающая и компоненты
РНКи, позволяет считать, что использование ком-
плексных систем редактирования на основе, на-
пример, кассеты CRISPR/Cas13 может помочь в
решении задачи подавления репликации вирус-
ного генома в растениях [59].

Перспективность борьбы с патогенами и вре-
дителями, переносчиками вирусов, на основе
РНКи обсуждается также при создании РНКи-
инсектицидов [60, 61], РНКи-фунгицидов [62],
РНКи-нематицидов [63], а также РНКи-вирици-
дов [64, 65]. Пять лет назад (2015) компания Mon-
santo (США) анонсировала выход на рынок пер-
вого инсектицида на основе интерферирующих
РНК [66]. Авторы работы [67] считают, что необ-
ходимо создавать несколько видов таких препа-
ратов или вводить в геном растения целую кассе-
ту, содержащую гены защитных соединений, дей-
ствующих против насекомых, вирусов, и, может
быть, грибных фитопатогенов. Однако такая гро-
моздкая кассета, по нашему мнению, является
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проблемной с точки зрения конструирования, ее
интеграции в растительный геном и сохранности
в нем, а также биобезопасности и вероятности
формирования впоследствии суперрезистентно-
сти у целевых объектов. Такая схема принципи-
ально отличается от защиты растений с помощью
генетической модификации, но требует разработ-
ки методов доставки “РНКи-пестицида” в расте-
ние, защиты РНКи-молекул от ультрафиолетово-
го излучения и смыва дождем [68]. Тем не менее,
имеются удачные работы по созданию устойчи-
вых против вирусной РНК растений, содержащих
РНКи векторы. Так, был сконструирован химер-
ный вектор экспрессии, содержащий три фраг-
мента генов ORF2 вируса картофеля ХВК, гена
протеазы хелперного компонента вируса YВК и
гена КБ вируса скручивания листьев картофеля
(ВСЛК) [69]. Его внедрение в картофель позволи-
ло выделить 20% растений, иммунных ко всем
трем вирусам, вследствие одновременного подав-
ления экспрессии вирусных генов.

Интересны новые идеи по доставке таких
“РНКи-пестицидов”, например, с помощью мик-
росимбионтов целевого вида насекомого [67] или
ризосферных и эндофитных бактерий [70]. В рабо-
те [71] отмечается, что использование эндофитов в
качестве векторов для введения в растения сиг-
нальных молекул является более перспективным,
чем возделывание генетически модифицирован-
ных растений.

Биологический контроль распространения виру-
сов. Создание на современном этапе противови-
русных препаратов для защиты растений, которые
элиминировали бы вирусные частицы, представ-
ляется сомнительным. Заявлено, что биофунгицид
Serifel® (“BASF SE”, Германия) эффективно защи-
щает растения томата от вируса бронзовости тома-
та (ВБТ), а картофеля – от YВК [46]. На Украине
созданы два биопрепарата (“Биогран” и “Бакто-
паслен”) с заявленной противовирусной активно-
стью против МВК. Первый содержит бактерии Azo-
spirillum, фитогормоны, аминокислоты, гуминовые
кислоты, микро- и макроэлементы, а второй – бак-
терии Azotobacter vinelandii, A. chroococcum и лектин
картофеля [72]. Известен препарат Bei Laisi, со-
держащий ауксин-продуцирующий штамм
B. velezensis SNB55, депонированный в коллек-
ции микроорганизмов Китая под номером
CGMCC NO.17315 [73]. Штамм ингибировал
размножение ВТМ, ВЖКЛТ, а также был эф-
фективен для защиты растений огурца от фуза-
риоза, перца – от фитофтороза, риса – от ризок-
тониоза, а также подавлял рост фитопатогенов
Rhizoctonia solani Kuhn и Botrytis cinerea. Анализ
российского рынка показывает, что антивирусные
препараты в классификации биопестицидов Рос-
сийской Федерации вообще не встречаются [8].

Одним из перспективных подходов к созда-
нию новых противовирусных препаратов заклю-

чается в применении штаммов микроорганизмов
с явными инсектицидным или другими биоцид-
ными эффектами для контроля векторов перено-
са вирусов. Например, только в Китайской На-
родной Республике к 2013 г. 85 компаний зареги-
стрировали 132 биопрепарата на основе бактерий
B. thuringiensis [74]. В Индии биопестициды для
борьбы с вредителями занимают около 5% рынка
подобных средств защиты растений. В состав
этих препаратов входят до 15 видов и штаммов
микроорганизмов. Центральный Совет по инсек-
тицидам и регистрационный комитет Индии
(Central Insecticides Board and Registration Com-
mittee) зарегистрировал в 2017 г. 970 микробиоло-
гических препаратов, из которых более 200 со-
держали энтомопатогенные (Lecanicillium lecanii,
Beauveria bassiana, B. brongniartii, Hirsutella thomp-
sonii, Metarhizium anisopliae s.l.) и нематоцидные
(Purpureocillium lilacinum, Pochonia chlamydosporia)
грибы. Основу более тридцати препаратов со-
ставляли бактерии Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki, двенадцати – B. thuringiensis subsp. israel-
ensis, трех – B. thuringiensis subsp. sphaericus (для
борьбы с москитами) [75]. В США зарегистриро-
вано 356 активных ингридиентов биопестицидов,
включающих 57 видов и/или штаммов микроорга-
низмов или их продуктов, направленных против
размножения насекомых, клещей и нематод [76].
В России зарегистрировано не менее 10 биоин-
сектицидов, содержащих в том числе штаммы
B. thuringiensis, наибольшую известность из которых
имеет биопрепарат “Битоксибациллин” (B. thuring-
iensis var. thuringiensis, “СибБиоФарм”, Россия).

Биоцидная активность ризосферных и эндо-
фитных бактерий позволяет предположить, что
эти микроорганизмы, благодаря продукции ими
антибиотических веществ, проявляют антивирус-
ную активность опосредовано, так как фитопато-
генные бактерии, грибы, нематоды и насекомые-
вредители, как уже отмечено выше [3, 16–23], мо-
гут быть векторами-переносчиками большого
числа вирусных инфекций растений. Многократ-
ное уменьшение степени поражения растений
свеклы ВНПЖС после их обработки препаратом
бактерий B. amylolequifaciens в работе [22] объяс-
няется снижением пораженности грибом Phoma
betae, возбудителем зональной пятнистости или
фомоза. Обнаружено, что изолят B. subtilis ВS3A25
и его культуральный фильтрат сдерживали разви-
тие ВОМ в растениях томата, угнетая развитие
бахчевой тли Aphis gossipi, являющегося перенос-
чиком этого заболевания [77], что может быть
связано как с афицидностью сурфактинов, выра-
батываемых бактериями [78, 79], так и с запуском
под влиянием бактерии защитных механизмов
растений против насекомого и/или вируса [79, 80].
Колонизация внутренних тканей лука эндофит-
ным грибом Hypocrea lixii (F3ST1) достоверно
уменьшала титр частиц вируса желтой пятнисто-



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2020

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ЗАЩИТЫ РАСТЕНИЙ ОТ ВИРУСОВ 541

сти ириса (ВЖПИ) в растениях, снижая их повре-
жденность основным его переносчиком – трип-
сом Thrips tabaci Lind. [81].

Достаточно активно проводится оценка влия-
ния стимулирующих рост растений микроорга-
низмов (СРРМ) на проявление в растительной
ткани вирусной инфекции, а также распростра-
нение и накопление вирусов. В 1966 г. [82] было
описано, что инъекция в ткани табака сорта Сам-
сун NN убитых клеток P. syringae способствовала
уменьшению симптомов мозаики, вызванной
ВТМ. Обработка семян коровьего гороха (вигны)
Vigna unguiculata суспензией клеток штаммов бак-
терий B. pumilus T4 и B. subtilis GBO3 увеличивала
их всхожесть, уменьшала симптомы поражения
растений вирусом мозаики (ВМВ) на 42% и 41%,
соответственно, в особенности при совместном
применении, а также восстанавливала их рост [83].
Совместное применение штаммов P. putida 89B-61
и Serattia marcescens 90-166 [84], а также штаммов
S. marcescens 90-166 и B. pumilus SE34 [85] для об-
работки семян огурца и томатов развивало устой-
чивость у проростков к ВОМ и заметно уменьша-
ли степень проявления болезни. Впервые систем-
ность развития защитных механизмов растений
против вирусной инфекции была показана после
сложной последовательной инокуляции первого
и второго листьев огурца бактерией P. lachrymans,
а третьего листа – вирусом ВОМ [86]. Обработка
хлопчатника суспензионной культурой изолятов
Bacillus spp. из ризосферы и тканей растений эф-
фективно защищала растения от табачного виру-
са стрика (ТВС), уменьшая титр частиц вируса в
тканях [87]. Ризосферные штаммы бактерий
B. amyloliquefaciens FZB24 и FZB42 [88], а также
штаммы B. pumilus EN16 и B. subtilis SW1 [89], вне-
сенные в почву, способствовали меньшему про-
явлению симптомов ВТМ на листьях табака и
уменьшению содержания вирусных частиц в тка-
нях. Сотрудниками Всероссийского НИИ карто-
фельного хозяйства РАСХН [90] предложено об-
рабатывать безвирусные миниклубни пред посад-
кой в грунт 1%-ной суспензией бактериального
препарата “Экстрасол” на основе ризосферных
бактерий штамма B. subtilis Ч13 для защиты рас-
тений, в том числе и от вирусов. В обзоре [91] по-
дробно описан терапевтический эффект СРРМ
на растения, размножающиеся клонированием,
который проявлялся в лучшей их приживаемо-
сти, защите от стрессовых факторов окружаю-
щей среды абиотической и биотической приро-
ды, в том числе и от вирусной инфекции.

Обработка растений P. fluorescens CHAO инду-
цировала системную защиту табака от ВНТ [92], а
черного маша (Vigna mungo) – от вируса скручива-
ния листьев маша (ВСЛМ) [93]. Обработка почвы
и семян перца горького (Capsicum annuum) клет-
ками B. cereus (I-35) и Stenotrophomonas sp. (II-10)
подавляла развитие вируса ВТМ и вируса пятни-

стости жилок острого перца (ВПЖОП) [94]. Об-
работка растений перца клетками почвенных
дрожжей Pseudozyma churashimaensis индуцирова-
ла устойчивость к ВОМ, вирусу крапчатости пер-
ца (ВКП), вирусу мягкой крапчатости перца
(ВМКП) и вирусу вилта кормовых бобов (фасоли)
(ВВФ) [95]. В условиях закрытого грунта растения
томата, обработанные СРРМ, поражались ВОМ на
32–58%, тогда как контрольные – на 88–98% [96].

Предобработка почвы перед посевом табака
ризосферной бактерией P. putida A3 уменьшала
степень поражения растений ВТМ по сравнению
с контрольными, также как и после посева [96].
Выявлено, что клетки P. putida A3 [97] и B. pumi-
lus [98] разрушают частицы вируса в соке из ли-
стьев табака, инфицированных ВТМ. Таким обра-
зом, в этих работах показана не только способ-
ность стимулирующих рост растений бактерий из
родов Pseudomonas spp. и Bacillus spp. подавлять не-
посредственно вирусную инфекцию, но и опосре-
довано стимулировать их защитные механизмы.

В работе [99] штамм бактерий Bacillus sp. SJ ис-
пользовали для подавления ВТМ, внося в почву
108 кл./г или кл./л сухого или жидкого препарата.

Выявлено, что некоторые штаммы эндофит-
ных бактерий имеют широкий круг растений-хо-
зяев. Так, штамм B. amyloliquefaciens 5В6, выде-
ленный из листьев вишни, защищал растения таба-
ка Nicotiana benthamiama и перца от ВОМ, ВВФ и
ВКП [100]. Показана возможность применения
препарата на основе штамма бактерий Bacillus DAI-
JU-SIID2550 или его мутанта (4 × 109–10 КОЕ/г)
[101] для борьбы с различными вирусными ин-
фекциями: ВТМ, ВМКП, ВТоМ, вирусом некро-
тической пятнистости дыни (ВНПД), вирусом зе-
леной крапчатой мозаики огурца (ВЗКМО) и виру-
сом зеленой крапчатой мозаики киури (ВЗКМК).
Обработка почвы при выращивании томатов
клетками штамма Streptomyces pactum Act12 умень-
шала содержание вирусных частиц ВЖКЛТ в рас-
тениях и увеличивала урожайность культуры [102].
При обработке растений дурмана Datura metel
препаратом, содержащим штаммы Streptomyces,
обнаружили высокую эффективность защиты
против ВТМ [103]. В работе [85] сообщается, что
обработка семян томатов спорами штаммов бак-
терий B. amyloliquefaciens 937a, B. subtilis 937b и
B. pumilus SE34 индуцировала устойчивость рас-
тений к ВКМТ.

Бактерии рода Bacillus используются для защи-
ты растений от вирусных инфекций также в со-
ставе с другими видами микроорганизмов, или/и
в смеси с биологически активными природными
или химическими веществами, растительным ма-
териалом и минеральными компонентами. На-
пример, была продемонстрирована возможность
придания устойчивости растениям томатов, пер-
ца, дыни, арбуза, сахарной свеклы, табака, араби-
допсиса, огурца, ладанной сосны, кайенского
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перца и чой сумы (Brassica rapa subsp. Chinensis) не
только к грибным и бактериальным фитопатоге-
нам, но и к вирусам при использовании препара-
тов, содержащих несколько видов бактерий рода
Bacillus: B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. pasteurii,
B. cereus, B. pumilus, B. mycoides и B. sphaericus
[104]. В работе [85] было обнаружено, что ком-
плекс B. amyloliquefaciens IN937a и B. pumilus IN937b
защищал растения огурца от ВОМ. Обработка эти-
ми бактериями семян томатов перед посевом
уменьшала поражение вирусом крапчатой мозаики
(ВКМТ), а препаратами двойных комбинаций
бактерий, включающих штаммы B. subtilis GB03 и
B. pumilus SE34, или B. amyloliquefaciens IN937a,
или B. subtilis IN937b, или B. pumilus INR7, или
B. pumilus T4 эффективно защищала от ВОМ
[85]. В работе авторы [105] показали высокую
эффективность применения культуральных филь-
тратов консорциума бактерий B. circulans, P. fluo-
rescens и гриба Trichoderma harzianum для защиты
растений томатов от ВТоМ. Сообщается также,
что применение препарата, содержащего кон-
сорциум штаммов B. licheniformis MML2501 +
+ Bacillus sp. MML2551 + P. aeruginosa MML2212 +
+ S. fradiae MML1042, существенно уменьшало
поражение растений подсолнечника вирусом не-
кроза (ВНП) [106], а дополнительное введение
штаммов Streptomyces sp. PM5 и Trichothecium rose-
um MML005 усиливало этот защитный эффект
[106]. Обработка семян папайи и томатов консор-
циумом штаммов B. amyloliquefaciens IN937a,
B. pumilus SE34 и B. pumilus T4 способствовала в
последующем защите растений от вирусов коль-
цевой пятнистости (ВКПП) и хлоротичной пятни-
стости (ВХПТ), соответственно. Сложный микро-
биологический состав с общей конечной концен-
трацией 109 кл./мл, содержащий культуральную
жидкость стрептомицетов (Streptomyces) и гриба
Paecilomyces lilacinus, споры цианобактерий, гриб
Aspergillus niger, смесь в определенных пропор-
циях клеток и спор штаммов Bacillus spp. (B. sub-
tilis, B. licheniformis, B. megaterium, B. mucilaginosus,
B. polymyxa, B. cereus, B. laterosporus и B. brevis) и
энтомопатогенный гриб Metarhizium anisoplia, за-
щищал растения табака от ВТМ [107].

Для защиты семян, почвы и вегетирующих
растений от ВТМ предложена их обработка со-
ставом на основе штаммов бактерии Pseudomo-
nas sp. C-0176A V, Bacillus sp. BS-0017AV и дрож-
жи Schizosaccharomyces sp. 2. [108]. Дополнитель-
но в состав препарата могут вводиться протеаза,
какой-либо органический субстрат и альгинаты.
Так, препарат, содержащий клетки бактерии
P. fluorescens (изолят о. Ява, Индонезия) и хито-
зан, подавлял развитие вируса мозаики тыквы
(ВМТ) на растениях огурца [35], а обработка сме-
сью хитозана с консорциумом бактерий Pseudo-
monas sp. (206(4) + B-15 + JK-16) усиливала за-
щиту растений томатов от ВЖКЛТ [34].

Обработка в условиях закрытого грунта расте-
ний фасоли Vicia faba L. консорциумом из штам-
мов P. fluorescens FB11 и Rhizobium leguminosarum
bv. viceae FBG05 индуцировала у растений устой-
чивость к ВЖМФ [109]. В другой работе [110] при-
менение R. leguminosarum bv. viceae уменьшала по-
раженность растений фасоли ВЖМФ на 36.6% по
сравнению с необработанными. Использование в
полевых условиях консорциума P. fluorescens и
Rhodotorula sp. защищало растения картофеля от
YВК и увеличивало их продуктивность [111], точ-
но так же, как и обработка посадок картофеля
суспензией клеток штамма B. vallismortis EXTN-1
защищала от вирусов YВК и ХВК [112]. На обрабо-
танных штаммом P. fluorescens CHA0 почвах расте-
ния N. glutinosa, N. tabacum ‘Xanthi nc’ и N. tabacum
‘Burley 63’ в течение 6-и недель были защищены
от инфицирования ВТМ [113]. Выделенные из ри-
зосферы томатов штаммы P. fluorescens (CoP-1,
CoT-1, CHAO) в отдельности и в смеси эффектив-
но уменьшали симптомы ВБТ на растениях тома-
та [114], изоляты Pseudomonas spp. (P. fluorescens,
P. putida, P. aeruginosa и P. taiwanensis) и Bacillus spp.
способствовали защите растений папайи от виру-
са кольцевой пятнистости (ВКПП) [115]. Комби-
нирование в одном препарате хитина и штамма
P. fluorescens CHAO позволила индуцировать у
растений банана системную устойчивость к виру-
су разрастания верхушек (ВРВБ) [33]. Предложен
жидкий препарат, содержащий сложную смесь ли-
зата бактерий B. cereus, водные экстракты различ-
ных видов шлемника (Radix astragali, R. scutellariae,
R. paeoniae rubra, R. glycyrrhizae, R. pulsatillae,
R. rehmanniae, R. bupleuri, R. isatidis и R. salviae mil-
tiorrhizae), мушмулы (Folium eriobotryae и F. isatidiss)
и жимолости (Flos lonicerae и F. carthami), а также
культуральную жидкость стрептомицетов (yellow-
bird streptomycete seed liquor и yellow purple strepto-
mycete seed liquor) и Trichoderma spp. [116]. Указы-
вается, что его противовирусный эффект дости-
гается благодаря наличию протеазы и амилазы в
лизате бактерий, а также различных антибиоти-
ков, синтезируемых используемыми микроорга-
низмами. В другой работе [117] для защиты расте-
ний от ВТМ, а также от насекомых, грибных и
бактериальных болезней предлагается использо-
вать микробиологическое удобрение, состоящее
из смеси бактерий B. licheniformis, B. mucilaginous,
B. subtilis и B. thuringiensis, включающее, в том чис-
ле, порошок из стеблей растений, спиртовую дро-
бину, сульфат кальция, хлорид магния и дигидро-
фосфат калия. Для борьбы с ВОМ, ВТМ и YВК
предложен многокомпонентный состав [118], со-
держащий наносеребро, метил-α-нафтил ацетат,
фосфат калия, глицериды, цитрат железа, эте-
фон, поверхностно активные вещества, дихлор-
метан, гуминовые кислоты, α-нафтилуксусную
кислоту, экстракт герани и агрономически цен-
ные штаммы бактерий, в том числе, клетки бак-
терий B. licheniformis.
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Внеклеточные нуклеазы (РНКазы) бактерий как
эффективный компонент антивирусных биопрепа-
ратов. Геномы большинства вирусов, поражаю-
щих растения, представлены одноцепочечной
РНК [119], и можно предположить, что некоторые
вырабатываемые бактериями ферменты, разруша-
ющие РНК, будут оказывать негативное влияние
на распространение вирусов в растительных тка-
нях. В связи с этим для защиты растений от вирус-
ной инфекции представляет интерес разработка
биопрепаратов на основе ризосферных и эндофит-
ных бактерий с высокой РНКазной активностью
или же препарата самой РНКазы [98], а также со-
здание генно-модифицированных форм микро-
организмов с внедренным геном нуклеаз [120].
В настоящее время известно более 20 внеклеточ-
ных РНКаз, продуцируемых бактериями B. subti-
lis, B. amyloliquefaciens, В. intermedius, B. pumilus,
B. licheniformis, B. circulatis и B. thuringiensis, кото-
рые названы в зависимости от вида бактерий бар-
назами, биназами, балифазами или бальназами
[121–123]. Оказалось, что бактериальные РНКазы
имеют практическое значение для медицины, по-
скольку они способны оказывать противовирус-
ное, мутагенное и антимутагенное, мембрано-
тропное, цитоксическое и даже противоопухоле-
вое действия [124].

Уже более 45 лет назад было обнаружено, что
обработка растений панкреатической РНКазой
способствует снижению развития вирусной ин-
фекции [125]. Затем сообщалось о возможности
использования бактериальной эндонуклеазы для
оздоровления картофеля от вирусов [126]. Пока-
зана положительная корреляция между активно-
стью РНКазы в растениях разных сортов карто-
феля и их вирусоустойчивостью [120].

Эндофитные штаммы бактерий также способ-
ны синтезировать РНКазы. Так, например, 73%
эндофитных изолятов рода Bacillus, 27% изолятов
Paenibacillus, 30% Enterobacteriaceae, а также пред-
ставители Cronobacter, Pantoea, Microbacterium и
Staphylococcus, выделенные из тканей растений се-
мейства Cucurbitacea, обладали РНКазной актив-
ностью [127]. На основании этого применение пре-
паратов бактерий Bacillus может быть перспектив-
ным для защиты растений от вирусной инфекции.

Относительно недавние исследования также
демонстрируют потенциальную эффективность
применения бактериальных РНКаз для инактива-
ции РНК-содержащих вирусов в растениях [128].
Так, РНКаза B. pumilus, нанесенная на поверх-
ность листьев растений картофеля, подавляла
развитие симптомов, вызванных инфицирова-
нием YВК и МВК, а также уменьшала поражен-
ность растений гороха вирусом крапчатости кле-
вера (ВКК) [129]. При обработке растений табака
раствором 100 мкг/мл РНКазы бактерии B. pumilus
до 94% растений проявляли невосприимчивость
к ХВК [98]. Фермент с молекулярной массой

75.6 кДа, выделенный из культурального филь-
трата B. cereus ZH14 и идентифицированный как
РНКаза, ингибировал репликацию ВТМ в соке
растений табака [130]. В работе [131] было обнару-
жено, что обработка посадок картофеля сорта
“Удача” суспензией клеток штаммов бактерий
B. subtilis 26Д и B. thuringiensis ВКПМ-5689, про-
дуцирующих РНКазы, уменьшала степень ин-
фицирования растений МВК с 60% в контроле до
18% на участках, обработанных микроорганизма-
ми. При этом наиболее эффективным было ис-
пользование комбинированного биопрепарата на
основе штаммов B. subtilis 26Д, B. thuringiensis
ВКПМ-5689 и B. thuringiensis ВКПМ-6066, умень-
шающего титр YВК в растениях картофеля более
чем в 2 раза по сравнению с контролем [132]. Обна-
ружено, что сами бактериальные барназы могут за-
щищать растения не только от вирусной инфек-
ции, но и подавлять развитие других болезней, на-
пример, фитофтороза на растениях табака [133].

В Российской патентной базе имеется несколь-
ко патентов, в которых описано использование
бактерий рода Bacillus или продуцируемых ими со-
единений для ингибирования размножения фито-
вирусов. Так, согласно патенту РФ № 2542480, бак-
терии B. pumilus и B. amyloliquefaciens предлагаются
в качестве источников для выделения РНКаз, по-
давляющих развитие ХВК у табака [98]. Обработка
вегетирующих растений или семян ферментным
препаратом РНКазы, выделенной из метаболитов
B. pumilus, увеличивала количество здоровых рас-
тений табака, картофеля и томатов при искус-
ственном заражении их ХВК, а растений клевера,
гороха, вики, люцерны и фасоли – ВКК.

Известны данные о том, что введение гена бак-
териальной РНКазы в геном растений подавляет
развитие вирусной инфекции [134]. У растений
картофеля, экспрессирующих бактериальную нук-
леазу S. marcescens, наблюдалась высокая устойчи-
вость к вирусам [135]. Растения сои, экспрессирую-
щие ген рибонуклеазы PAC1 из дрожжей Schizo-
saccharomyces pombe, проявляли устойчивость к
широкому спектру вирусных заболеваний [136].
Введение в геном табака генно-инженерной кон-
струкции CRISPR/Cas13a, содержащей ген VI-A
рибонуклеазы II типа, способной распознавать и
расщеплять одноцепочечные РНК, эффективно
уменьшало степень поражения GFP-вирусом тур-
непса [58]. Недавние исследования демонстрируют
способность искусственных РНКаз инактивиро-
вать РНК-содержащие вирусы расщеплением их
РНК и нарушением формирования КБ [128]. С ис-
пользованием гена барназы из бактерии B. amylo-
liquefaciens в растения табака была внедрена ген-
ная конструкция, позволившая сформировать
невосприимчивость к австралийскому штамму
ВЖКЛТ у более чем трети регенерантов [137].

Индукция эндофитами компонентов фитоимму-
нитета к вирусам. В научной литературе встреча-
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ется небольшое число публикаций, посвященных
индукции СРРМ системной устойчивости расте-
ний против фитовирусов. Выделяют три основ-
ных типа устойчивости растений к вирусам: поле-
вую устойчивость, локализованную сверхчув-
ствительность и крайнюю устойчивость [17].
Показано, что гены Nctbr и Nytbr картофеля де-
терминируют в растениях сверхчувствительные
реакции, характеризующиеся некрозом и нару-
шением системного передвижения вирусных ча-
стиц YВК. Интересно, что мутация в вирусном
гене Hc-pro, ответственном за вирулентность
YВК, приводила к восстановлению устойчивости
сортов картофеля, содержащих ген Ny [138].
Сверхчувствительность у растений с геном Nx и
устойчивость у растений с геном Rx вызываются
различными частями одного и того же КБ ХВК.
КБ, точно также и РНК вирусов, представляют
собой, так называемые, патоген (микроб)–ассо-
циированные молекулярные паттерны (ПАМП,
МАМП, pathogen (microbe)–associated molecular
patterns, PAMPs, MAMPs), связывающиеся с ре-
цепторами клеток растений и индуцирующие им-
мунные реакции [139]. Впоследствии эти реакции
проявляются в изменении содержания фитогор-
монов, активных форм кислорода и других мета-
болитов, а также в локальной и системной акти-
вации транскрипции генов защитных белков
[140]. Этот механизм, по-видимому, связан с ин-
дукцией хозяйских генов по салицилатному сиг-
нальному пути, что доказывается негативной ее
регуляцией под влиянием вирусного белка Hс-
Pro [141]. Вместе с тем, нельзя отрицать отсутствие
связи салицилатной защитной системы и меха-
низмов РНК, так как защитный эффект антими-
цина-А, антибиотика, выделенного из культу-
рального фильтрата Streptomyces spp., проявлялся
исключительно в накоплении СК и активации с ее
участием РНК-зависимой РНК-полимеразы [38].

Ответные реакции на вирусную инфекцию в
растениях запускаются вследствие взаимодействия
различных ПАМП, в том числе флагелина и липо-
пептидов бактерий или КБ вирусов c белками, со-
держащими лейцин-богатые повторности (LRR),
и обладающими, преимущественно, киназной ак-
тивностью [140]. В растениях арабидопсиса эти ки-
назоподобные белки участвуют в системной инду-
цированной устойчивости (СИУ), например,
праймированной клетками B. cereus AR156, против
гнили, вызываемой P. syringae pv. tomato (Pst)
DC3000 [142]. При такой реакции в растениях экс-
прессируются гены, кодирующие защитные белки,
в том числе и классов PR-4 и PR-10 с противови-
русной и РНКазной активностями [100].

В работе [143] показано, что флагеллин (Flg) и
фактор элонгации (EF-Tu) бактерии штамма
B. amyloliquefaciens VB7 могут выступать в каче-
стве MAMP. Вторичные метаболиты B. amyloliq-
uefaciens VB7 на 84% по сравнению с контрольны-

ми растениями подавляли развитие симптомов
ВНТ и вируса некроза почек арахиса (ВНПА).
Введение генов, кодирующих синтез этих белков,
в бактерию Agrobacterium tumefaciens EHA105 и об-
работка почвы или листьев растений томата сус-
пензией рекомбинантных бактерий сократили
число пораженных вирусами растений до 15% по
сравнению с контрольными (88.25%).

Сурфактин бактерий B. subtilis BMG02 участ-
вует в защите растений томатов от ВТоМ, запус-
кая активную генерацию Н2О2 и экспрессию ге-
нов, кодирующих фенилаланинаммоний-лиазу и
PR-2 [144]. В работе [92] показано, что способ-
ность P. fluorescens CHA0 защищать растения та-
бака от ВТМ связана с системным накоплением в
них СК, а также экспрессией защитных белков
класса PR-1. Обнаружено также, что и сами бак-
терии P. fluorescens могут, наряду с такими низко-
молекулярными липопептидами, как псевдобак-
тин и пиовердин, вовлеченными в систему защи-
ты растений [33], синтезировать СК [145]. Можно
предположить, что участие псевдомонад в защите
растений от вирусной инфекции происходит благо-
даря запускаемой СК индукции системной устой-
чивости, связанной с генерацией АФК. Вместе с
тем использование клеток бактерий, мутантных
по синтезу СК и псевдобацина, не выявило уча-
стия этих соединений в данном процессе [145].

Основываясь на полученных знаниях, предло-
жен комплексный препарат на основе бактерий
штаммов B. mojavensis 203-7 и B. mycoides BmJ для
защиты растений банана, тыквы, ореха пекан, ге-
рани и пшеницы от ХВК, а также ряда бактери-
альных и грибных патогенов. Он запускает си-
стемную устойчивость, при этом первый индуци-
рует NPRl-независимый сигнальный путь, а
второй – NPR1-зависимый. Этот препарат может
быть использован совместно с такими фунгицида-
ми, бактерицидами и стимуляторами роста расте-
ний, как Headnline®, Manex®, Manzate®, Sonata® и
Endura® [146].

Из бактерий B. thuringiensis выделен фактор
MF2, который в низких концентрациях индуциру-
ет устойчивость растений к ВТМ и ХВК. Этот фак-
тор, представляющий собой низкомолекулярный
термостабильный белок с молекулярной массой
7.2 кДа, гомологичный бациллярному белку холо-
дового шока, предполагается использовать в каче-
стве противовирусного агента в культуре тканей
растений, а также для защиты растений картофеля
от фитофторы и риса от пирикуляриоза [147].
В другой работе [148] летучее соединение 3-пента-
нол, продуцируемое B. amyloliquefaciens IN937a,
предлагается использовать для контроля ВОМ, а
также бактериальной пятнистости перцев (Xan-
thomonas axonopodis pv. vesicatoria). Препарат инду-
цировал устойчивость растений к вирусам, активи-
руя гены защитных белков PR-1 и PR-4 при низких
концентрациях, равных 10 мкМ и 100 нМ.
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В работе [149] показано, что бактерии штамма
B. subtilis BEB-DN, изолированные из ризосферы
томатов, стимулировали рост растений и запуска-
ли СИУ против вирусов, переносимых белокрыл-
кой Bemisia tabaci. Индукция устойчивости про-
являлась по путям, как зависимым, так и незави-
симым от сигнальных путей, контролируемых
жасмоновой кислотой (ЖК). При этом жасмонат-
зависимый сигнальный путь включал механизмы
защиты растений от белокрылки, контролирую-
щие синтез ингибиторов протеаз, а независимый
путь – регуляцию усиления экспрессии несколь-
ких генов, участвующих в фотосинтезе, синтезе
фенолпропаноидных и терпеноидных соедине-
ний, а также белка шаперонина Hsp90.

Бактерии рода Bacillus, ассоциированные с
растениями, индуцировали развитие системной
устойчивости макроорганизма к ВТМ, ингиби-
руя синтез КБ в растительных клетках и усили-
вая экспрессию генов, кодирующих белки сиг-
нальных (жасмонатного и салицилатного) путей
(Coil и NPR1, соответственно), защитных бел-
ков (PR-1a и PR-1b) и клеточно-стеночных экс-
пансинов (NtEXP2 и NtEXP6) [88]. Продуцирую-
щий ауксины и 5-аминолевуленовую кислоту
штамм бактерии Rhodopseudomonas palustris GJ-22
уменьшал степень поражения табака ВТМ в поле-
вых условиях, увеличивая в растениях активность
транскрипции защитных генов PR-1, PR-5, PR-3
и ингибитора протеиназ до того же уровня, что и
бензотиадиазол [150]. Это в некоторой степени
противоречит информации о том, что обработка
томата штаммом B. amyloliquefaciens MBI600 ин-
дуцировала устойчивость растений к ВБТ и YВК,
сопровождающуюся экспрессией зависимых от
салициловой кислоты генов [46]. Показано, что в
многократном уменьшении степени поражения
свеклы ризоманией, вызываемой ВНПЖС, после
обработки растений бактерией B. amyloliquifaciens,
важную роль играет экспрессия генов защитных
белков PR-8 и NPR-1 [22]. Обработка растений
банана смесью хитина и клеток штамма P. fluo-
rescens CHAO способствовала накоплению тран-
скриптов генов белков PR-2 (b-1,3-глюканаза) и
PR-3 (хитиназа) и индуцировала устойчивость к
ВРВБ [33].

Применение препарата бактерий штамма B. am-
yloliquefaciens 5B6 на растениях перца уменьшал сте-
пень их поражения ВОМ в полевых условиях [100].
Этот процесс был связан с индукцией транскрип-
ции генов, кодирующих PR-4, PR-5 и PR-10 бел-
ки. Точно также, праймирование под влиянием
бактерий B. pumilus EN16 и B. subtilis SW1 устойчи-
вости растений перца к ВОМ и ВВФ сопровожда-
лось системным накоплением в тканях патоген-
индуцируемых белков PR-4 и РR-5 [95].

Обнаружено развитие СИУ в растениях огур-
ца, предварительно обработанных штаммами
Streptomyces spp., что позволяет использовать эти

микроорганизмы как основу для антивирусных
препаратов [151]. Из культурального фильтрата ря-
да штаммов Streptomyces spp. были выделены анти-
вирусные компоненты, уменьшающие на растени-
ях мари гигантской Chenopodium amaranticolor раз-
витие инфекции ВОМ на 82.6% по сравнению с
контрольными [152].

Об участии проантиоксидантных ферментов и
ферментов фенолпропаноидного метаболизма в
защите растений от вирусов с участием регулиру-
ющих рост растений бактерий и их метаболитов
свидетельствовали активация пероксидазы, по-
лифенолоксидазы и фенилаланин-аммиаклиазы
и накопление фенольных соединений в растени-
ях банана при обработке их черенков консорциу-
мом ризосферной бактерии P. fluorescens Pf1 и эн-
дофитного штамма Bacillus spp. EPB22, способ-
ствующих многократному снижению уровня
пораженности растений вирусом ВРВБ с эффек-
тивностью защиты до 80% [153]. Близкие к этому
изменения наблюдали при обработке отдельно
или смесью хитина и клеток штамма P. fluorescens
CHAO растений банана, инфицированных ВРВБ
[33], черного маша – ВСЛМ [93] и томата – ВБТ
[114]. Растения линии A. thaliana Col-0 и мутанта
NahG (с уменьшенным содержанием СК), обра-
ботанные бактериями S. marcescens 90-166 и B. pum-
ilus SE34, проявляли менее выраженные симптомы
мозаики, чем необработанные растения. Это поз-
волило предположить, что в данном случае систем-
ная устойчивость развивается по независимому от
СК пути. Важно, что обработка данными штам-
мами арабидопсиса, несущего генно-инженер-
ную конструкцию, экспрессирующую химерный
белок PDF1.2:GUS, активировала транскрипцию
ЖК-зависимого гена PDF1.2 [153]. Следует отме-
тить, что бензотиадиазол, который используется
в качестве стандартного защитного препарата во
многих исследованиях устойчивости растений к
вирусам, в некоторых случаях подавлял рост рас-
тений при вирусной инфекции по сравнению с
бактериальными культурами, несмотря на ослаб-
ление симптомов болезни [150, 154]. Как показа-
но в работе [155], внесение в почву штамма бакте-
рии Paenibacillus lentimorbus B-30488 усиливало у
растений табака устойчивость к ВОМ при сохра-
нении активности их фотосинтеза и роста. При
этом падала активность антиоксидантных фер-
ментов, увеличивалась транскрипционная актив-
ность генов, кодирующих патоген-индуцируемые
белки и накопление полифенолов, что, впослед-
ствии, препятствовало распространению вируса по
тканям растений. Об отсутствии антагонистиче-
ского эффекта между бактериями Bacillus spp. и
СК в развитии защитных реакций растений про-
тив вирусов свидетельствует уменьшение симп-
томов ВОМ на растениях перца при совместном
использовании штамма B. pumulus INR7 и бензо-
тиадиазола [47].
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МАКСИМОВ и др.

Таким образом, в научной литературе накопи-
лось достаточно сведений об эффективности ис-
пользовании ризосферных и эндофитных бактерий
и их метаболитов в защите растений от вирусной
инфекции. В совокупности эти сведения позволя-
ют разрабатывать на основе различных видов мик-
роорганизмов целевые препараты для защиты рас-
тений от вирусов.

Известные нам источники научно-техниче-
ской информации свидетельствуют о том, что
микроорганизмы, в особенности представители
рода Bacillus, содержащие как живые клетки и
споры, так и лизаты, культуральные жидкости
или очищенные ферменты можно использовать в
качестве относительно эффективной основы для
создания бактериальных антивирусных препара-
тов. Их применение в зависимости от объекта (рас-
тение, животное, культуры клеток животных или
человек) позволяет подавлять размножение (рас-
пространение) вирусов, содержащих как ДНК, так
и РНК, и защищать хозяина от этой инфекции.
В качестве основы препаратов для подавления
вирусной инфекции у растений могут быть ис-
пользованы различные штаммы непатогенных бак-
терий рода Bacillus, в том числе следующих видов:
B. amyloliquefaciens, B. brevis, B. circulans, B. coagu-
lans, B. laterosporus, B. licheniformis, B. megaterium,
B. mojavensis, B. mucilaginosus, B. mycoides, B. pasteu-
rii B. polymyxa, B. pumilus, B. sphaericus, B. subtilis,
B. thuringiensis, B. vallismortis и B. velezensis. Препа-
раты могут содержать жизнеспособные клетки
и/или споры бацилл в виде суспензий или сухой
массы, либо убитые клетки. Наряду с живыми
или мертвыми клетками бактерий средства защи-
ты растений от вирусов могут включать культу-
ральную жидкость, при этом она может быть от-
делена от клеток бактерий центрифугированием
и/или ультрафильтрацией или иным способом.
Культуральная жидкость может быть высушена и
применяться отдельно или содержать также жи-
вые или мертвые клетки бактерий. Микробиоло-
гические препараты, содержащие клетки и/или
метаболиты бацилл могут включать клетки или
продукты других видов микроорганизмов: P. fluo-
rescens, T. harzianum, A. niger, Paecilomyces lilacinus,
Streptomyces sp. и цианобактерии. Действующие
концентрации жизнеспособных клеток и/или
спор бактерий для проявления антивирусного
эффекта находятся в широких пределах – от 103

до 1013/мл(г). Часто в качестве эффективной кон-
центрации указывается предел от 106 до 109/мл(г).

Экзометаболиты бактерий способны прояв-
лять и усиливать антивирусный эффект в смеси с
другими органическими и неорганическими ве-
ществами, в том числе антибиотиками и фунги-
цидами, а также инсектицидами, нематицидами
и гербицидами. При этом для защиты клеток или
метаболитов бактерий в составе сложных смесей
используют различные носители: активированный

уголь, тальк, вермикулит, перлит, доломитовую
муку, мел, измельченную солому, стебли расте-
ний, спиртовую дробину и другие. При комплекс-
ном применении таких препаратов одновременно
в качестве удобрений могут добавляться сульфат
кальция, хлорид магния, дигидрофосфат или фос-
фат калия.

Действующими агентами противовирусных
препаратов являются метаболиты бактерий. В ка-
честве основных веществ, способных подавлять
вирусные инфекции, как растений, так и живот-
ных, указываются ферменты и белки. К таким фер-
ментам относят РНКазы – барназы, биназы и др.
Поиск эндофитов, продуцирующих РНКазы непо-
средственно в растительных тканях, является пер-
спективным направлением в разработке средств
защиты растений от вирусов.

Вызывает также практический интерес возмож-
ность индукции устойчивости растений к вирусам
низкомолекулярными соединениями, синтезируе-
мыми микроорганизмами, в особенности – эндо-
фитными. С одной стороны считается, что арахи-
доновая, пентадекановая, гептадекановая, окта-
декановая и тетрадекановая кислоты, а также
2,5-дикетопиперазин и пиролл способствуют
проявлению непосредственной антивирусной ак-
тивности у бактерий. С другой – вырабатываемые
бактериями липопептиды также могут опосредо-
ванно через ингибирование развития вирусных
переносчиков, вредителей и патогенов, а также
совместно с МАМП через индукцию системной
устойчивости, формировать защитные барьеры
против вирусов.

Таким образом, развитие исследований в этих
направлениях будет способствовать разработке
экологически безопасных средств защиты расте-
ний, сочетающих комплекс свойств, повышаю-
щих устойчивость сельскохозяйственных культур
к вредным биогенным и абиогенным факторам и
их продуктивность. Кроме прямого антивирусно-
го действия, подобного активности РНКаз, в ка-
честве механизма, приводящего к повышению
устойчивости растений к вирусным болезням,
многие авторы относят индуцированную устой-
чивость, которая может регулироваться различ-
ными сигнальными молекулами, например, СК и
ЖК, а также развиваться по различным NRP1-за-
висимым и/или NRP1-независимым сигнальным
путям [156]. Для создания комплексных много-
функциональных биопрепаратов тройного дей-
ствия (инсектицид + фунгицид + вирицид) необ-
ходимо знать сигнальные пути растений, которые
будут активироваться под влиянием такого препа-
рата при обработке растений, чтобы исключить их
интерференцию друг с другом. Основой для
устойчивого развития агроэкоценозов может
стать моделирование искусственного раститель-
но-бактериального метабиома с использованием
штаммов СРРМ, продуцирующих противовирус-
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ные соединения и стимулирующих иммунный по-
тенциал растений.

Работа выполнена в рамках совместного меж-
дународного гранта Российского научного фонда
и Департамента науки и техники (DST) прави-
тельства Индии (проект № 19-46-02004).
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Viral diseases cause significant crop losses and a decline in the quality of agricultural products. Currently, there
are no direct methods to protect plants from viruses circulating in agroecosystems by any antiviral agents. Con-
trol measures focus on the selection of resistant to viral diseases varieties, improvement of varieties by cultivation
of apical meristems, and controlling the number of insect vectors. The review paper describes modern ap-
proaches to plant protection against viruses by editing the genome, regulating the expression of the host plant
and/or virus genes by RNA interference, forming an artificial consortium of plants with rhizospheric and/or en-
dophytic microorganisms that combine protective activity and immunomodulating potential.
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В обзоре систематизированы данные по использованию реципиентного штамма Penicillium verrucu-
losum В1-537 (ΔniaD) для получения продуцентов, ферментов, вспомогательных по отношению к
базовому целлюлазному комплексу, увеличивающих его эффективность – β-глюкозидазы, полиса-
харидмонооксигеназы, а также ксиланаз. Особенностью штамма P. verruculosum является секреция
базового комплекса целлюлаз, состоящего из целлобиогидролаз и эндоглюканаз, которые по своей
гидролитической способности превосходят наиболее широко используемые в лабораторной и про-
мышленной практике штаммы Hypocrea (Trichoderma). Использование возможностей экспрессион-
ной системы P. verruculosum В1-537 (ΔniaD) позволяет вводить в состав базового комплекса целлю-
лаз новые ферменты, необходимые для увеличения его общей гидролитической активности, и со-
здавать ферментные препараты адаптированные для конверсии различных видов возобновляемой
растительной биомассы (ВРБ). Использование экспрессионной системы на основе гриба P.verrucu-
losum позволило увеличить способность базового целлюлазного комплекса к конверсии различных
видов ВРБ.

Ключевые слова: экспрессионная система, целлюлазы, гемицеллюлазы, возобновляемая раститель-
ная биомасса, Penicillium verruculosum
DOI: 10.31857/S0555109920060161

Возобновляемая растительная биомасса (ВРБ),
основными компонентами которой являются цел-
люлоза, гемицеллюлозы и лигнин, составляет ос-
новную часть органического материала на Земле и
является практически неисчерпаемым источником
сырья и энергии [1]. Разработка эффективных спо-
собов ее использования является одной из наи-
более приоритетных задач современной про-
мышленной биотехнологии. Применяемые в на-
стоящее время подходы для переработки ВРБ
включают стадии ее предварительной обработ-
ки, ферментативного гидролиза полисахаридов
до простых сахаров и их трансформацию в ком-
мерчески востребованные продукты – органиче-
ские спирты и кислоты, алканы, алкены, фураны,
диолы и многие другие органические соединения,
которые далее используются в химической про-
мышленности, производстве биотоплива и биопо-
лимеров [2–5].

Сдерживающей промышленное освоение про-
цессов конверсии ВРБ является стадия фермен-

тативного получения сахаров, для реализации ко-
торой необходимо иметь в наличии соответству-
ющие дешевые и активные ферменты [6].

Различные ВРБ, например, разные виды мно-
голетних и однолетних растений, значительно от-
личаются друг от друга по компонентному соста-
ву и структуре [7]. Для достижения максимальной
эффективности ферментативной конверсии кон-
кретного вида ВРБ требуются ферментные пре-
параты (ФП), обладающие оптимальным соста-
вом ферментов, необходимых для гидролиза
именно для этого вида ВРБ. Тем не менее, про-
изводители промышленных ферментов часто
предлагают ФП общего назначения, не адапти-
рованные к максимально эффективному гидро-
лизу различных видов ВРБ [8].

Микроскопические мицелиальные грибы яв-
ляются основным источником коммерческих ФП
целлюлаз и гемицеллюлаз, производимых в про-
мышленном масштабе во многих странах мира, в
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том числе и в России, которые могут быть ис-
пользованы для биоконверсии ВРБ. Долгое время
считалось, что низшие грибы, относящиеся к роду
Hypocrea (синоним Trichoderma), являются лидера-
ми по секреции наиболее активных целлюлаз и ге-
мицеллюлаз [9–11], поэтому коммерческие ФП
целлюлаз на основе мутантных штаммов T. reesei
(H. jecorina) наиболее распространены на рынке
ферментов, а большинство исследований и разра-
боток по биоконверсии ВРБ основаны на исполь-
зовании целлюлаз H. jecorina. Однако такие ФП
имеют ряд недостатков, наиболее существенным
из которых является относительно низкая актив-
ность по отношению к ВРБ [8, 12, 13].

В последнее время стало очевидно, что суще-
ствует альтернатива ФП H. jecorina. Целлюлазы,
продуцируемые грибами рода Penicillium (синоним
Talaromyces), как правило, превосходят ферменты
H. jecorina по скорости гидролиза и выходу глюко-
зы из различных ВРБ при одинаковой концен-
трации белка или активности целлюлазы, что
неоднократно было показано различными ис-
следователями начиная с середины 1990 гг. [14,
15]. Секвенирование и аннотация геномов P. de-
cumbens, P. funiculosum и P. verruculosum показало,
что эти виды грибов отличаются более богатым
набором ферментов, катализирующих расщепле-
ние компонентов ВРБ, по сравнению с H. jecorina.
Еще одной причиной высокой эффективности
целлюлазных комплексов грибов Penicillium явля-
ется высокая удельная активность их ключевых
компонентов, в первую очередь целлобиогидро-
лаз 1 и 2 (ЦБГ1 и ЦБГ2), по сравнению с соот-
ветствующими ферментами H. jecorina [15].

Из дикого целлюлозолитического штамма
P. verruculosum WA30 методом ступенчатого мута-
генеза и последующей селекции был получен вы-

сокопродуктивный штамм P. verruculosum В221-151
[16], из которого в дальнейшем также путем мутаге-
неза был получен реципиентный штамм P. verrucu-
losum В1-537 (ΔniaD), сохранивший высокую сек-
реторную способность до 50–60 г/л внеклеточно-
го белка. Этот штамм является ауксотрофом с
дефектом в гене niaD, кодирующем нитратредукта-
зу, которая принимает участие в ассимиляции нит-
ратного азота. Штамма P. verruculosum 537 (ΔniaD)
отличался редуцированным катаболизмом глюко-
зы за счет случайной мутации в репрессоре CreA,
что позволяло культивировать его на среде с глю-
козой, а также в режиме с подпиткой глюкозой.
Биосинтез ферментов штамма индуцировался
целлюлозой и целлоолигосахаридами.

Реципиентный штамм P.verruculosum В1-537
(ΔniaD) сохранял способность продуцировать ком-
плекс внеклеточных целлюлаз, активность кото-
рых превосходила активность комплекса штаммов
Hypocrea [17]. Целлюлазный комплекс P. verruculo-
sum может быть с успехом использован для био-
конверсии ВРБ и превращение ее в глюкозу [15,
18], а использование возможностей экспрессион-
ной системы P. verruculosum позволяло изменять со-
держание и состав тех или иных ферментов ком-
плекса (вводить в его состав новые ферменты), что-
бы регулировать состав ферментного комплекса
для максимально эффективной конверсии различ-
ных видов ВРБ.

Реципиентный штамм P. verruculosum, таким об-
разом, был использован для создания новых штам-
мов и получения ФП для эффективного конверсии
различных видов ВРБ. Схема действия целлюлаз-
ного комплекса приведена на рис. 1.

Строение целлюлозы обуславливает ее высо-
кую химическую стабильность и устойчивость к
ферментативному гидролизу. Для эффективного

Рис. 1. Механизм ферментативной деструкции целлюлозы. БГ – β-глюкозидаза, ПМО – полисахаридмонооксигена-
за, ЦБГ1 и ЦБГ2 – целлобиогидролазы 1 и 2 соответственно, ЭГ – эндоглюканаза, В восстанавливающий и НВ –
невосстанавливающий концы целлюлозных молекул.
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гидролиза целлюлозы требуется совместное дей-
ствие ферментов эндодеполимераз, эндоглюка-
наз (ЭГ), которые расщепляют целлюлозные це-
пи преимущественно на аморфных участках
фибрилл целлюлозы. При этом образуются вос-
станавливающие (В) и невостанавливающие (НВ)
свободные концы, представляющие собой суб-
страт для действия экзо-деполимераз, целлобио-
гидролаз (ЦБГ1, ЦБГ2), которые последователь-
но отщепляют остатки целлобиозы от концов по-
лимерной цепи (гидролиз осуществляется по
процессивному механизму). ЦБГ могут атаковать
как кристаллические, так и аморфные зоны суб-
страта.

К вспомогательным (синергетическим) фер-
ментам, увеличивающим эффективность действия
ферментов базового комплекса на ВРБ, относятся
β-глюкозидазы (целлобиазы), литические полиса-
харидмонооксигеназы (ПМО), а также гемицел-
люлазы (преимущественно ксиланазы) [15]. Со-
держание вспомогательных ферментов в составе
базового комплекса P. verruculosum ограничено, то
есть лимитировано физиологией гриба [19], поэто-
му для увеличения гидролитической способности
целлюлазного комплекса представлялось целесо-
образным увеличить уровень секреции вспомога-
тельных ферментов.

β-Глюкозидаза (БГ) осуществляет конверсию
целлобиозы и целлоолигосахаридов в глюкозу,
что является важным шагом не только для полу-
чения глюкозы как конечного продукта фермен-
тативной деструкции целлюлозы, но и для увели-
чения эффективности процесса ферментативной
конверсии целлюлозы ЦБГ и ЭГ, поскольку цел-
лобиоза и целлоолигосахариды ингибируют эти
ферменты, в особенности ЦБГ. Глюкоза ингиби-
рует эти ферменты в значительно меньшей степе-
ни [15].

ПМО не обладают гидролитической активно-
стью, но играют важную роль в деструкции цел-
люлозы, окисляя целлюлозную цепь в произволь-
ном месте на поверхности кристалла, что приво-
дит к образованию свободных концевых групп
для действия ЦБГ. Кроме того, заряженные груп-
пы на образующихся концах способствуют амор-
физации целлюлозы и повышают ее доступность
для ферментов [15].

Гемицеллюлазы (ксиланазы, КСИЛ) осуществ-
ляют деструкцию, входящих в состав ВРБ геми-
целлюлаз (ксиланов), что приводит к увеличе-
нию степени конверсии сырья и увеличению досту-
па целлюлолитических ферментов к поверхности
субстрата.

β-Глюкозидаза (КФ 3.2.1.21, БГ). Для получе-
ния высокоактивного штамма P. verruculosum F10 –
продуцента β-глюкозидазы А (БГА) A. niger (GH3,
116 кДа, pI 4.55) использовали реципиентный
штамм P. verruculosum B1-537 (ΔniaD). Генетиче-

ская конструкция для обеспечения экспрессии
гена bgl1 содержала целевую кодирующую после-
довательность, связанную с промотором и терми-
натором “сильного” индуцибельного промотора
гена ЦБГ1 (cbh1) – мажорного фермента, проду-
цируемого P. verruculosum (в качестве сигнальной
последовательности использовали сигнальный
пептид БГА) [20].

Создание штамма P. verruculosum F10 позволи-
ло при культивировании в лабораторных фермен-
терах достигнуть более 1300 ед./мл β-глюкозидаз-
ной активности в культуральной жидкости (КЖ),
определенной по скорости гидролиза п-нитрофе-
нил-β-D-глюкозида (пНФГ) в качестве субстрата,
и 1700 ед./мл активности целлобиазы (определен-
ной по скорости гидролиза целлобиозы). Это
примерно в 25–30 раз выше, чем соответствую-
щие активности в КЖ реципиентного штамма.
Сухой ФП F10, полученный лиофильным высу-
шиванием КЖ штамма P. verruculosum F10, содер-
жал ~80% гетерологичной БГА (табл. 1) и 35300 и
46700 ед./г БГА и целлобиазной активности соот-
ветственно [8]. Препарат содержал также около
3% гомологичной БГ от общего количества секре-
тируемого белка и около 1100 ед./г активности БГ
(~600 ед./г активности целлобиазы). В отличие от
БГ, продуцируемых штаммами родов Penicillium,
Hypocrea и Chrysosporium, БГА являлась “истин-
ной” целлобиазой, то есть ее активность по цел-
лобиозе превышала активность по пНФГ, и
уменьшалась в ряду целлобиоза > целлоолигоса-
хариды с увеличиващейся степенью полимериза-
ции последних [21].

Было проведено исследование влияния ФП F10
на результаты конверсии целлюлозосодержащего
сырья – отходов резки пергамента под действием
ФП B1-537, полученным из реципиентного штам-
ма P. verruculosum B1-537 (ΔniaD) [22]. Для сравне-
ния использовали коммерческий ФП BioACE, по-
лученный на основе штамма-продуцента H. jecori-
na, основными компонентами которого, как и
ФП В1-537 были ЦБГ и ЭГ. ФП BioACE, также
как и ФП В1-537, имел низкую активность БГ.
В табл. 2 приведены значения удельных активно-
стей использованных ФП по отношению к различ-
ным субстратам. Активность по фильтровальной
бумаге (АФБ) и микрокристаллической целлюлозе
(МКЦ) отражают уровень целлобиогидролазной
активности, активность по КМЦ – уровень эн-
доглюканазной активности, по пНФГ и целло-
биозе – БГ и целлобиазную активности, соответ-
ственно. ФП В1-537 и BioACE имели сопостави-
мые по величине значения удельных активностей
по АФБ, МКЦ, КМЦ, пНФГ и целлобиозе.
ФП F10 характеризовался более низким уровнем
активности по отношению к полисахаридным
субстратам, однако существенно превосходил по
значениям удельной активности по пНФГ и цел-
лобиозе.
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В экспериментах по ферментативному гидро-
лизу отходов пергамента использовали смесь ФП
В1-537 + ФП F10 и BioACE + ФП F10, Кроме то-
го, для гидролиза использовали также отдельные
ФП целлюлазы без добавления ФП F10. На 1 г су-
хого субстрата вносили 10 или 15 ед. целлюлазной
активности (в расчете по АФБ), и 40 ед. ФП F10
(при расчете по пНФГ) при концентрации суб-
страта в реакционной смеси – 50 г/л.

Результаты ферментативного гидролиза отхо-
дов пергамента представлены на рис. 2. Оба пре-
парата целлюлаз (без добавления ФП F10) обес-
печивали значительную глубину гидролиза суб-
страта. Наибольший выход глюкозы наблюдали
при действии ФП В1-537 при двух концентрациях
препарата. Добавление в реакционную смесь ФП
F10 приводило к заметному увеличению выхода
глюкозы как при гидролизе ФП В1-537, так и Bio-
ACE: за 24 ч – на 20–56%, за 48 ч – на 31–43%, за
72 ч – на 6–15%. Максимальный выход глюкозы в
результате ферментативного гидролиза отходов
пергамента под действием ФП В1-537 в течение
72 ч составил 38 г/л (15 ед. по ФБ) в присутствии БГ,

что соответствовало практически 70%-ной глубине
конверсии субстрата.

Присутствие в реакционной смеси избытка
БГА позволило снизить дозировку целлюлазных
ФП В1-537 и BioACE на 33%: выход глюкозы при
гидролизе пергамента ФП в дозе 10 ед. АФБ на 1 г
субстрата в присутствии избытка БГА превышал
выход глюкозы при внесении ФП 15 ед. АФБ на
1 г субстрата в отсутствии БГА.

Было проведено сравнение эффективности
использования смеси ФП B1-537 + ФП F10 при
гидролизе различных видов ВРБ с эффективно-
стью целлюлазных ФП, специально созданных для
биоконверсии ВРБ (обогащенных БГ), таких как
Accelerase 1000, Accelerase 1500, Accelerase DUET
(http://genencor.com/fileadmin/user_upload/genen-
cor/documents/GEN-00110_DuetBrochure10-low.pdf),
и Cellic CTec-1, Cellic CTec-2 (https://www.novo-
zymes.com/en/advance-your-business/bioenergy/
cellic) [8]. Коммерческие ФП имели, в целом, со-
поставимые с ФП В1-537 удельные активности по
ФБ, МКЦ и КМЦ, но превосходили ФП В1-537
по активности в отношении пНФГ и целлобиозы,

Таблица 1. Cостав лабораторных ферментных препаратов, содержащих основные и вспомогательные гидроли-
тические ферменты (состав ферментных препаратов определяли с помощью высокоэффективной анионообмен-
ной и гидрофобной хроматографии)

* Содержание гомологичной БГ – 3%; ** содержание гомологичной БГ– 1%; *** содержание гомологичной ксиланазы – 3%;
**** содержание гомологичной БГ.

Ферментный препарат, 
штамм

Ферменты, % от общего содержания белка
КСИЛА КСИЛ3 БГ ЦБГ ЭГ Др.

P. verruculosum F10 – – 80 18 1 –
P. verruculosum CV12 – – 24* 43 8 24
P. verruculosum Hist-БГА – – 14** 61 9 14
P. verruculosum КСИЛА – 18*** 3 47 10 22
P. verruculosum КСИЛ3 17*** – 2 39 15 27
P. verruculosum В1-537 – – 3**** 60 12 25

Таблица 2. Удельная активность ФП (ед./мг белка), использованным для гидролиза ВРБ, по отношению к раз-
личным субстратам

Ферментный препарт АФБ МКЦ КМЦ пНФГ Целлобиоза

F10 0.19 0.1 5.9 45.5 60.2
B1-537 0.92 0.7 18.3 1.7 0.73
ВioACE (“Dyadic International Со.”, 
США)

0.83 0.6 17.4 0.1 0.1

Accelerase1000 (“DuPont/Dan-
isco”, США)

1.7 1.2 12.3 3.6 2.7

Accelerase1000 (“DuPont/Dan-
isco”, США)

1.2 0.8 10.5 3.8 2.3

Accelerase DUET (“DuPont/Dan-
isco”, США)

1.1 0.8 7.9 3.1 2.2

Cellic CТec-1 (“Novozymes”, 
Дания)

0.7 0.3 10.9 2.8 2.4

Cellic CТec-2 (“Novozymes”, 
Дания)

1.7 1.2 12.3 3.6 2.7
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при этом ФП F10 значительно превосходил ком-
мерческие ФП по активности по пФНГ и целло-
биозе (табл. 2).

Ферментативный гидролиз ВРБ проводили как
коммерческим ФП, так и ФП В1-537 в реакцион-
ной смеси при концентрации 10 мг белка/г сухого
вещества субстрата; ФП F10 добавляли из расчета
40 ед./г сухого вещества субстрата (концентрация
субстрата в реакционной смеси – 100 г/л).

В качестве ВРБ использовали предобработан-
ные с помощью парового взрыва стебли кукуру-
зы, багассу (стебли сахарного тростника), а также
измельченную на планетарной шаровой мельни-
це древесину сосны и осины. Первые два вида
ВРБ традиционно получают в промышленных
масштабах в Бразилии, США, а также в Юго-Во-
сточной Азии для производства биотоплива 2 по-
коления (биоэтанола из целлюлозы). Древесина
хвойных и лиственных пород является основным
крупнотоннажным отходом лесосечного произ-
водства, а также деревообрабатывающих произ-
водств различного профиля, характерных для Рос-
сии, Европы и Канады.

Выход восстанавливающих сахаров (ВС) после
48 ч гидролиза приведен в табл. 3. Смесь препара-
тов В1-537 + F10 наиболее эффективно гидроли-
зовала измельченную древесину сосны и осины,
по сравнению с использованными коммерчески-
ми ФП. При гидролизе предобработанных куку-
рузных стеблей и багассы смесью препаратов
В1-537 + F10 эффективность процесса уступала
эффектиности Cellic CТec-2, но была выше эффек-
тивности действия остальных коммерческих ФП.

В табл. 3 приведены также результаты гидро-
лиза микрокристаллической целлюлозы (МКЦ),
которая в отличие от других использованных суб-
стратов практически не содержит лигнина и ге-
мицеллюлоз. Глубина гидролиза МКЦ всеми ис-
следуемыми ФП оказалась выше степени гидро-
лиза природных ВРБ. При этом максимальный
выход ВС был получен при использовании ФП

Cellic CТec-2 и смеси препаратов В1-537 + F10,
показавших также и наибольшую эффективность
при гидролизе различных видов ВРБ.

Таким образом, создание высокопродуктив-
ного рекомбинантного штамма P. verruculosum
F10 – продуцента БГА было важным шагом на пу-
ти получения высокоэффективного ФП, предна-

Рис. 2. Выход глюкозы при гидролизе отходов перга-
мента ФП P. verruculosum В1-537 (а) и T. reesei BioACE (б)
в отсутствие (1, 2) и в присутствии (3, 4) избытка БГ
P. verruculosum F10. (Дозировка целлюлазных препа-
ратов: 1 и 3 – 10, 2 и 4 – 15 ед. АФБ/г сухого субстрата,
ФП F10 – 40 ед. (по пНФГ)/ г сухого субстрата. Усло-
вия гидролиза: [S] = 50 г/л (сухой вес), 50°С, рН 5, пе-
ремешивание – 250 об./мин. Глюкозу определяли
глюкозооксидазным методом.)
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Таблица 3. Выход ВС при гидролизе различных видов растительного сырья*

* Дозировка ферментных препаратов 10 мг белка на 1 г сухого вещества субстрата, для смеси препаратов В1-537 + F10
дозировка F10 – 40 ед. (по пНФГ)/г сухого субстрата. (Условия гидролиза: [S] = 100 г/л, 50°С, рН 5, перемешивание –
250 об./мин). ** Концентрацию ВС определяли методом Нельсона–Шомоди.

Ферментный 
препарат

Выход ВС**, мг/мл за 48 ч

сырье, предобработанное
паровым взрывом

cырье, предобработанное измельчением
на планетарной шаровой мельнице МКЦ

кукурузные стебли багасса сосна осина

Accelerase1000 39 40 31 41 77
Accelerase1500 39 35 29 41 77
Accelerase DUET 37 43 30 50 76
Cellic CТec-1 26 32 23 23 61
Cellic CТec-2 54 51 32 48 84
В1-537 + F10 52 49 32 52 75
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значенного для биоконверсии различных видов
ВРБ и получения из них сахаров.

Возможности экспрессионной системы P. ver-
ruculosum можно продемонстрировать на примере
получения других продуцентов БГА A. niger. При
использовании cbh1 промотора помимо штамма
F10, препарат из которого содержал 80% БГ от об-
щего пула секретируемых белков, был получен
также рекомбинантный штамм P. verruculsum
CV12, который характеризовался меньшим уров-
нем экспрессии БГА. ФП, полученный из КЖ
этого штамма, содержал 24% БГА. При этом в от-
личие от штамма F10, был полностью сохранен
целлюлазный комплекс P. verruculsum (табл. 1).

С использованием конститутивного гистоно-
вого промотора hist4, существенно более “слабо-
го”, чем промотор cbh1, был создан еще один ре-
комбинантный штамм P.verruculosum Hist4-БГА –
продуцент БГА A. niger. Полученный из его КЖ
препарат содержал 13% гетерологичной БГ и тоже
характеризовался сохранением базового целлю-
лазного комплекса (табл. 1) [23].

Было проведено сравнение эффективности
гидролиза измельченной на планетарной шаро-
вой мельнице осиновой древесины различными
препаратами – смесью ФП B1-537 + F10, а также
ФП CV12 и Hist4-БГ. Полученные результаты по
образованию ВС и степени гидролиза субстрата
различными ФП были близки и существенно
превосходили полученные при воздействии од-
ного ФП В1-537 [24].

Приведенные выше результаты показали су-
щественную роль БГ для увеличения эффектив-
ности гидролиза целлюлазного комплекса P. ver-
ruculosum. Увеличение синтеза БГ может быть
достигнуто с помощью различных подходов, в
том числе, основанных на использовании раз-
ных промоторов для экспрессионной системы
P. verruculosum.

Полисахаридмонооксигеназы (ПМО). Еще од-
ним вспомогательным ферментом для целлюлаз-
ного комплекса является ПМО. Ферменты осу-
ществляющие окислительную деструкцию цел-
люлозы и других природных полисахаридов были
открыты в 2010–2011 гг. [15]. Следует отметить,
что, как белки, ПМО были известны и ранее, но
их ошибочно относили к 61 семейству гликозил-
гидролаз. После установления принадлежности
данных ферментов к классу оксидоредуктаз их
классифицировали как семейство AA9 вспомога-
тельных активностей (Family 9 of Auxiliary Activi-
ties; http://www.cazy.org/AA9.html).

Характерным свойством всех ПМО является
их зависимость от ионов двухвалентных метал-
лов. Как правило, это ион Cu2+, который прочно
связан в активном центре фермента за счет коор-
динации с двумя остатками гистидина. Реакции,
катализируемые ПМО, также требуют наличия

молекулы кислорода и донора электронов в реак-
ционной смеси. В качестве последнего часто ис-
пользуют галлиевую или аскорбиновую кислоты,
а также другие химические соединения, которые
являются восстановителями [15]. В природных
условиях донором электрона может являться фер-
мент целлобиозодегидрогеназа, которая катализи-
рует сопряженную реакцию окисления целлобио-
зы (одного из главных продуктов гидролиза целлю-
лозы), а также фенольные соединения – продукты
биодеградации лигнина, являющегося одним из
основных компонентов ВРБ.

ПМО осуществляют взаимодействие с гидро-
литическими ферментами базового целлюлазно-
го комплекса, приводя в итоге к увеличению вы-
хода глюкозы [15]. С использованием гомогенных
ферментов было показано, что оптимальное со-
держание ПМО в составе целлюлазного комплек-
са должно составлять ~10% [25], причем введение
ПМО в целлюлазный комплекс не должно нару-
шать его целостность и сбалансированность. Для
соответствия этим требованиям была создана си-
стема экспрессии на основе индуцибельного про-
мотора гена глюкоамилазы gla1 гриба P. verruculo-
sum [26]. Поскольку промотор гена gla1 является
более “слабым”, чем промотор гена cbh1, исполь-
зование такой системы экспрессии позволяет
вводить в состав секретируемых рекомбинант-
ным штаммом-продуцентом ферментов ограни-
ченное количество ПМО, не нарушая секрецию
базового комплекса целлюлаз. В качестве целе-
вой была выбрана ПМО T. reesei (ПМО-Tr,
КФ 1.14.99.54 и 1.14.99.56, АA9, 39 кДа, pI 2,8), ко-
дируемая геном eglIV, посколько фермент обладал
большей активностью по сравнению с другими
исследованными ПМО [25].

Генетическую трансформацию реципиентного
штамма осуществляли с помощью плазмидного
вектора, несущего ген eglIV, содержащий промотор
гена gla1 и терминатор гена cbh1. В результате был
получен рекомбинантный штамм P. verruculosum
gla-ПМО-Tr, после культивирования которого в
лабораторных ферментерах были получены ФП
Gla-ПМО-Tr, содержащие 9–10% гетерологич-
ной ПМО-Tr с сохранением базового целлюлаз-
ного комплекса P. verruculosum (табл. 4).

Необходимо отметить, что с помощью экспрес-
сионной системы на основе промотора гена gla1
был получен рекомбинантный штамм P. verruculo-
sum gla-БГА, продуцент гетерологичной БГА A. ni-
ger, уровень экспрессии которой также составил
около 10% от общего секретируемого белка, при
сохранении базового целлюлазного комплекса
(состав ФП gla-БГА, полученного в лаборатор-
ном ферментере, приведен в табл. 4).

Была исследована способность к биоконверсии
осиновой древесины,  измельченной на планетар-
ной шаровой мельнице (концентрация в реакци-
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онной смеси – 100 г/л), препаратами Gla-ПМО-Tr
и Gla-БГА, а также их смесью [26]. В качестве кон-
троля использовали ФП В1-537. Концентрация
глюкозы при использовании ФП Gla-ПМО-Tr че-
рез 48 ч составила 42 г/л, что было на 10% выше
концентрации продукта для контрольных ФП
В1-537 (38 г/л), однако несколько ниже, чем для
препарата Gla-БГА (52 г/л). При использовании же
смеси препаратов Gla-ПМО-Tr и Gla-БГА (1 : 1) и
сохранении общей дозировки ферментов по бел-
ку концентрация глюкозы достигла 59 г/л, что на
13% выше, чем для препарата Gla-БГА и на 56%
выше по сравнению с контрольным препаратом
В1-537.

Таким образом, синергетический эффект от
введения двух гетерологично экспрессируемых
ферментов (ПМО и БГ) в состав целлюлазного
комплекса P. verruculsoum при конверсии измель-
ченной осиновой древесины оказался выше, чем
от введения какого-либо одного из этих фермен-
тов. Важно подчеркнуть, что использование отно-
сительно слабого промотора гена gla1 для экспрес-
сии целевых ферментов позволило сохранить базо-
вый уровень продукции ключевых целлюлаз, что в
итоге и привело к заметному росту эффективности
препаратов при конверсии растительного сырья.

Помимо описанного выше продуцента ПМО на
базе реципиентного штамма P. verruculosum B1-537
(ΔniaD) был получен высокоактивный штамм –
продуцент ПМО-Tr, в котором экспрессия целе-
вого гена находилась под контролем cbh1 промо-
тора [27, 28]. Этот штамм P. verruculosum-ПМО-Tr
позволил при культивировании в лабораторных
ферментерах получить ФП, содержащий 24%
ПМО-Tr (содержание базовых целлюлаз в таком
ФП несколько уменьшилось, табл. 4).

Было проведено сравнение эффективности кон-
версии измельченной на планетарной шаровой
мельнице осиновой древесины, а также МКЦ с по-
мощью ФП ПМО-Tr и контрольного ФП В1-537,
полученного из КЖ реципиентного штамма. За
критерий эффективности конверсии принимали
выход глюкозы и ВС после 24 ч действия фермен-
тов. Несмотря на пониженное содержание цел-
люлаз базового комплекса (табл. 4) ФП ПМО-Tr
осуществлял конверсию субстратов эффектив-

нее, чем ФП В1-537, не содержащий ПМО. Выход
ВС при гидролизе МКЦ препаратом ПМО-Tr был
на 11%, а выход глюкозы – на 17% выше, чем в слу-
чае контрольного ФП. При конверсии измельчен-
ной осиновой древесины выходы ВС для ФП на
основе рекомбинантного и исходного штаммов
были близки, при этом выход глюкозы под дей-
ствием ФП ПМО-Tr был на 35% выше по сравне-
нию с ФП В1-537. Таким образом, ФП ПМО-Tr
обеспечивал увеличение эффективности конвер-
сии целлюлозосодержащего сырья по сравнению с
ФП из P. verruculosum B1-537.

Ксиланазы. Содержание гемицеллюлоз (кси-
ланов) в различных видах ВРБ значительно ва-
рьирует [7], что требует индивидуального подбора
состава ФП для наиболее эффективного гидроли-
за конкретных видов ВРБ. На основе реципиент-
ного штамма P. verruculosum 537 (ΔniaD) были по-
лучены несколько рекомбинантных штаммов,
продуцирующих мультиферментные комплексы с
различным соотношением целлюлазных и ксила-
назной активностей.

Ксилан – один из основных компонентов ге-
мицеллюлоз клеточной стенки растений и второй
по распространенности природный полисахарид
после целлюлозы. Поэтому ФП, предназначен-
ные для гидролиза ВРБ со значительным содер-
жанием ксиланов (например, кукурузные стебли,
багасса, осиновая древесина), должны иметь по-
вышенное содержание ксиланаз. Для увеличения
ксиланазной активности базового штамма P. ver-
ruculosum были выбраны эндо-β-1,4-ксиланаза А
P. canescens (КСИЛА, КФ 3.2.1.8, GH10, 31 кДа,
pI 8.5) и эндо-β-1,4-ксиланаза 3 T. reesei (КСИЛ3,
GH10, 38 кДа, pI 9.1). С использованием cbh1 про-
мотора были созданы штаммы P. verruculosum-
КСИЛА и P. verruculosum-КСИЛ3 [23, 28], при
культивировании которых в лабораторных фер-
ментерах получали КЖ с активностью ксиланазы
около 2000 ед./мл. Содержание гетерологичных
КСИЛ в ФП, составило 17–18% (с сохранением
ферментов базового целлюлазного комплекса
P. verruculosum (табл. 1).

Активность ксиланазы ФП КСИЛА и КСИЛ3
в 1.6–5.3 раза превосходила таковую контрольно-
го ФП, полученного из КЖ реципиентного штам-

Таблица 4. Компонентный состав лабораторных ФП, содержащих ПМО и БГ (состав ферментных препаратов
определяли с помощью высокоэффективной анионообменной и гидрофобной хроматографии)

* Содержание гомологичной БГ; ** содержание гомологичной БГ – 3%.

Ферментный препарат, штамм
Ферменты, % от общего белка

ПМО БГ ЦБГ ЭГ другие

P. verruculosum gla-ПМО-Tr 9–10 3* 54 10 23–24
P. verruculosum gla-БГА – 13** 55 10 22
P. verruculosum ПМО-Tr 24 3* 40 11 22
P. verruculosum B1-537 – 3* 60 12 25
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ма P. verruculosum В1-537 (ΔniaD) [18] (табл. 5). Ак-
тивность по отношению к МКЦ (целлобиогидро-
лазная активность) и КМЦ (эндоглюканазная
активность) ФП, полученных из рекомбинантных
штаммов, по сравнению с ФП из штамма-реципи-

ента уменьшалась. В табл. 5 приведены удельные
активности коммерческого ФП Accelerase XY,
предназначенного для конверсии ксиланов ВРБ,
который имел более высокую удельную актив-
ность ксиланазы, по сравнению с ФП КСИЛА или
КСИЛ3, однако существенно уступал им по вели-
чине удельных активностей по отношению к МКЦ,
КМЦ и пНФГ.

Эффективность рекомбинантных ФП ксила-
наз была оценена по степени конверсии различ-
ных видов ВРБ (выход ВС и глюкозы после 48 ч
действия ФП), в качестве которых использовали
измельченные на планетарной шаровой мельни-
це осиновую древесину, сосновую (обесмолен-
ную) древесину и багассу [18]. Концентрация суб-
страта в реакционной смеси составляла 100 г/л,
ФП добавляли из рассчета 5 мг белка/г субстрата.
Для наиболее полного проявления потенциала
исследуемых ФП и повышения степени конвер-
сии ВРБ в реакционную смесь также дополни-
тельно добавляли рекомбинантный ФП β-глюко-
зидазы P.verruculosum F10 (40 ед./г субстрата). В
качестве контрольного использовали ФП В1-537,
полученный из реципиентного штамма рис. 3.

Осиновая древесина характеризуется высоким
содержанием целлюлозы (40–55%) и гемицеллю-
лоз (ксиланов, до 40%), и относительно невысо-
ким – лигнина (18–25%) [6] и, как уже отмечалось,
для ее разрушения требуется высокая активность
ФП ксиланазы. Действительно, наибольшим гид-
ролитическим эффектом по отношению к измель-
ченной осиновой древесине обладали ФП КСИЛA
и КСИЛ3 (рис. 3а). За 2 сут наилучший из этих ФП
(КСИЛ3) приводил к образованию примерно 42 г/л
ВС и 40 г/л глюкозы, контрольный ФП B1-537 в
тех же условиях – 35 г/л ВС и 33 г/л глюкозы.

Состав багассы характеризуется меньшим со-
держанием целлюлозы, чем у древесных растений
(~40%), в багассе много ксиланов (>30%) и отно-
сительно мало лигнина (не более 25%) [6]. Наи-
большим гидролитическим эффектом в случае
измельченной багассы обладал ФП КСИЛ3, при
использовании которого получали 42 г/л ВС и
32 г/л глюкозы, в то время как в контроле с ФП
В1-537 – 32 г/л ВС и 27 г/л глюкозы (рис. 3б).

Древесина сосны содержит значительное ко-
личество целлюлозы (45–50%), до 30% гемицел-
люлоз (в основном ксиланов), содержание лиг-
нина составляет 25–35% [6]. Как и в случае ба-

Таблица 5. Удельные активности ФП (ед./мг белка), содержащих ксиланазы, по отношению к различным суб-
стратам

Ферментный препарат, штамм МКЦ КМЦ пНФГ Ксилан

P. verruculosum КСИЛА 0.2 2.9 3.3 69
P. verruculosum КСИЛ3 0.1 18.0 1.1 21
Accelerase XY 0.1 0.8 0.6 92
P. verruculosum В1-537 0.7 18.3 1.7 13

Рис. 3. Выход ВС (1) и глюкозы (2) при конверсии
различных видов растительного сырья (а – осина; б –
сосна; в – багасса) под действием ферментных препа-
ратов, обогащенных ксиланазами, через 48 ч после
начала реакции. (Условия: ФП 5 мг белка/г субстрата
в присутствии препарата β-глюкозидазы F10 (40 ед./г
субстрата), [S] = 100 г/л, 50°С, рН 5.0, перемешива-
ние – 250 об./мин).
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гассы наилучшим для гидролиза измельченной
обессмоленной сосновой древесины оказался
ФП КСИЛ3, при использовании которого обра-
зовывалось 38 г/л ВС и 35 г/л глюкозы, при пока-
зателях в контроле с ФП В1-537 – 32 г/л ВС и
30 г/л глюкозы (рис. 3в).

* * *
Таким образом, штамм P. verruculosum В1-537

(ΔniaD) был с успехом использован для получе-
ния продуцентов, синтезирующих вспомога-
тельных по отношению к базовому целлюлазно-
му комплексу ферментов, увеличивающих эф-
фективность ФП: БГ, ПМО, а также КСИЛ.

С использованием “сильного” cbh1 промотора
были получены высокоактивные рекомбинант-
ные продуценты вспомогательных ферментов,
которые обеспечивали весьма высокое их содер-
жание в ФП – до 80% БГ от общего белка и 24%
ПМО. Однако в таких ФП уменьшалось содержа-
ние ферментов базового целлюлазного комплек-
са, в первую очередь ЦБГ1, что, вероятно, связано
с титрованием положительных факторов тран-
скрипции в рекомбинантных штаммах [30], поэто-
му общая литическая активность ФП с высоким
содержанием вспомогательных ферментов по от-
ношению к различным видам ВРБ уменьшалась.
Эти ФП целесообразно использовать в составе
смесей препаратов, основным компонентом кото-
рых являются ферменты базового целлюлазного
комплекса, а ФП, содержащие вспомогательные
ферменты, добавлены в относительно небольшом
количестве.

Создание штаммов-продуцентов, позволяю-
щих получить в результате однократно прове-
денного процесса культивирования сбалансиро-
ванный комплекс, содержащий как базовые, так и
вспомогательные ферменты для конверсии расти-
тельного сырья, было осуществлено при использо-
вании “слабых” промоторов gla1 и hist4. В резуль-
тате были получены ФП, содержащие 13–14% БГ
(gla1 или hist4) и 9–10% ПМО (gla1). Кроме того,
с помощью промотора cbh1 были получены ФП,
содержащие 17–18% КСИЛ. Во всех этих случаях
в ФП не была нарушена целостность и сбаланси-
рованность базового целлюлазного комплекса.

Важным моментом в конструировании реком-
бинантных промышленных штаммов была их
стабильность при пересевах. Особенность реком-
бинантных штаммов гриба P. verruculosum состоит
в стабильной интеграции экзогенной ДНК в хро-
мосому реципиентного штамма P. verruculosum
В1-537 (ΔniaD), что не приводит к потере актив-
ности при пассировании штаммов. Это позволяет
использовать полученные штаммы на производ-
стве с воспроизводимыми результатами.

Использование экспрессионной системы на
основе гриба P. verruculosum позволило увеличить

способность базового целлюлазного комплекса к
конверсии различных видов ВРБ. Полученные с
использованием этого штамма рекомбинантные
ФП (или их смеси) не уступают или превосходят
по эффективности действия большинство ком-
мерческих ФП, специально созданных для про-
мышленных процессов биоконверсии ВРБ.

Работа была выполнена при частичной под-
держке гранта РФФИ № 18-54-80027, а также Госу-
дарственного задания АААА-А16-116052010081-5.
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The review systematizes the data on the use of the Penicillium verruculosum B1-537 (ΔniaD) recipient strain to
produce supporting enzymes to the endogenous cellulase complex, increasing its effectiveness – β-glucosidase,
polysaccharide monooxygenase, as well as xylanases. A feature of the P. verruculosum strain is the secretion of
the basic complex of cellulases, consisting of cellobiohydrolases and endoglucanases, which in their hydrolytic
ability exceed the most widely used strains of Hypocrea (Trichodrema) in laboratory and industrial practice. Us-
ing the capabilities of the P. verruculosum B1-537 expression system (ΔniaD), it is possible to introduce new en-
zymes into the endogenous cellulase complex necessary to increase its total hydrolytic activity, and to create en-
zyme preparations adapted for the conversion of various types of renewable plant biomass (RPB). The use of the
expression system based on the P. verruculosum fungus made it possible to increase the ability of the base cellu-
lase complex to convert various types of RPB.
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В системе экспрессии Escherichia coli (штамм SHaffle express) получен рекомбинантный химозин ма-
рала и изучены его биохимические свойства, важные для сыроделия. Наибольшее содержание в
тельцах включения рекомбинантного прохимозина марала наблюдалось при культивировании про-
дуцента в течение 6 ч при 25°С с момента внесения индуктора – 10 мМ изопропил-β-D-1-тиогалак-
топиранозида. Биохимические свойства полученного фермента сравнивали со свойствами реком-
бинантных химозинов коровы и одногорбого верблюда. Показано, что общая протеолитическая ак-
тивность рекомбинантного химозина марала была сопоставима с активностью фермента коровы,
но примерно в 3.8 раза превышала активность фермента одногорбого верблюда. Термостабильность
рекомбинантного химозина марала оказалась на 5–10°С выше, чем у химозинов коровы и одногор-
бого верблюда. Зависимость коагуляционной активности фермента марала от рН и концентрации
хлорида кальция в коровьем молоке соответствовала требованиям сыроделия. Высокая протеолити-
ческая активность и термостабильность ограничивают сферу применения рекомбинантного химо-
зина марала выработкой сыров с короткими сроками созревания и хранения.

Ключевые слова: рекомбинантный химозин марала, молокосвертывающая активность, протеолити-
ческая активность, термостабильность, рН, концентрация хлорида кальция, сыроделие
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Аспартатная пепсиноподобная эндопептидаза
химозин (КФ 3.4.23.4) широко применяется в сы-
роделии для свертывания молока. Химозин (Хн)
избирательно и с высокой скоростью гидролизует
“ключевую” пептидную связь – F105-M106 – в
молекуле каппа-казеина, что приводит к дестаби-
лизации казеиновых мицелл и образованию сы-
чужного сгустка. Долгое время по совокупности
биохимических свойств, включающих высокую
молокосвертывающую активность (МА) в сочета-
нии с низкой общей протеолитической активно-
стью (ПА), умеренной термостабильностью (ТС) и
оптимальной зависимостью МА от концентрации
Са2+ и рН Хн коровы (Bos taurus) считался эталон-
ным молокосвертывающим ферментом (МФ) [1].

В 2006 г. был получен рекомбинантный химо-
зин (рХн) одногорбого верблюда (Camelus drome-
darius) [2]. Было установлено, что по специфич-

ности (соотношению МА и общей ПА) этот рХн в
7 раз превосходит Хн коровы, но уступает ему по
термостабильности [2]. Таким образом, в настоя-
щее время существует два эталонных МФ для сы-
роделия – рХн коровы (рХн Bos) и рХн одногор-
бого верблюда (рХн Cam).

Открытие и внедрение в сыродельную практи-
ку рХн Cam позволяет предположить, что в при-
роде существуют и другие МФ, которые превос-
ходят по биохимическим свойствам эталонные
коагулянты молока. Это является предпосылкой
для поиска новых химозинов не коровьего проис-
хождения. В настоящее время уже получены и ис-
следованы рХн овцы (Ovis aries) [3], козы (Capra
hircus) [4–6], яка (Bos grunniens) [7], буйвола (Bub-
alus bubalis) [4, 8] и альпака (Vicugna pacos) [9]. Од-
нако по комплексу биохимических характери-
стик ни один из этих ферментов не может срав-
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ниться с рХн Bos или рХн Cam. Нахождение и
внедрение в практику химозина, абсолютно
превосходящего существующие эталонные МФ
является актуальной биотехнологической зада-
чей, поскольку позволит повысить эффектив-
ность стратегической технологии переработки
молока – сыроделия.

Объектом данного исследования является хи-
мозин алтайского марала (Cervus elaphus sibiricus
Severtzov, 1873), обитающего на территории Рос-
сии, который относится к подвиду благородного
оленя (C. elaphus Linnaeus, 1758).

Цель работы – получение рХн марала (рХн Cer) в
прокариотической системе экспрессии, сравнение
его биохимических свойств с характеристиками
эталонных коагулянтов молока и оценка перспек-
тив использования нового МФ в сыроделии.

МЕТОДИКА
Получение рекомбинантного химозина марала.

Конструирование экспрессионного вектора. В ра-
боте использовали нуклеотидную последователь-
ность, кодирующую прохимозин (ПроХн) марала,
представленную в базе GenBank (MT225406). Для
экспрессии в системе Escherichia coli (штамм
SHaffle express) оптимизировали кодонный со-
став последовательности при помощи онлайн
сервиса “Codon Optimisation Tool” (“Integrated
DNA Technologies”, США). Оптимизированная
нуклеотидная последовательность ПроХн марала
(CYM-Cer) была синтезирована ООО “ДНК-син-
тез” (Россия) и получена в составе клонирующего
вектора pGH. Синтезированный ген был клониро-
ван в состав экспрессионного вектора pET21a
(“Novagen”, “Merck”, ФРГ) по уникальным сайтам
рестрикции (HindIII и BamHI). В результате, был
получен плазмидный вектор pET21-CYM-Cer.

Получение препарата рХн марала. Сконструиро-
ванной экспрессионной плазмидой (pET21-CYM-
Cer) проводили химическую трансформацию кле-
ток E. coli, штамм SHaffle express. Индивидуальные
колонии, содержавшие рекомбинантные плазми-
ды, культивировали на орбитальном шейкере
(180 об./мин) в среде LB в течение ночи при 37°C.
Инокулят в соотношении 1 : 100 переносили в
колбы Эрленмейера, содержавше свежую среду
LB, и растили до оптической плотности (при
600 нм), равной 0.8. Для оптимизации продукции
целевого белка варьировали концентрацию вноси-
мого индуктора, а также время и температуру до-
полнительной стадии культивирования. В иноку-
лят вносили изопропил-β-D-1-тиогалактопирано-
зид (ИПТГ) до конечной концентрации 0.1, 1.0,
10.0 мМ, и дополнительно культивировали штамм-
продуцент на шейкере (180 об./мин) в течение 2, 6 и
12 ч при 25 и 37°C.

После завершения культивирования из био-
массы клеток продуцента выделяли тельца вклю-

чения, содержавшие рекомбинантный ПроХн ма-
рала (рПроХн Cer). Для этого биомассу осаждали
центрифугированием при 5000 g в течение 20 мин
при 4°С. Полученный осадок ресуспендировали в
буфере STET, рН 8.0, (содержавшем 8% сахарозы,
50 мМ трис, 20 мM ЭДТА, 5% тритона X-100), из
расчета 20 мл на 1 грамм биомассы и инкубирова-
ли в течение ночи при 4°С. После окончания ин-
кубации клетки разрушали при 4°С с использова-
нием ультразвукового (УЗ) гомогенизатора Soni-
prep 150 Plus (“MSE”, КНР). Суспензию клеток
подвергали УЗ воздействию (2000 Вт/литр и
283 Вт/см2) в течение 1 мин, затем смесь охлажда-
ли до 4°С. Процедуру повторяли трижды. Тельца
включения осаждали центрифугированием при
20000 g в течение 20 мин при 4°С.

Солюбилизацию телец включения и последу-
ющий рефолдинг целевого белка проводили по
методу [10] с небольшими модификациями. Оса-
жденные тельца включения солюбилизировали в
буфере А, рН 10.7 (50 мМ KH2PO4, 150 мМ NaCl)
в который добавляли мочевину, до конечной кон-
центрации 8 М, инкубировали 24 ч при 15°С и
центрифугировали при 20000 g в течение 20 мин.
В полученном супернатанте определяли концен-
трацию белка. Для ренатурации полученного
рПроХн супернатант разбавляли буфером А до
конечной концентрации белка 0.7 мг/мл и остав-
ляли на 12 ч при 15°С. Затем в раствор вносили
1.0 М HCl до рН 8.0, выдерживали смесь 60 мин
при 15°С и диализировали против буфера В, рН 8.0,
содержавшего 50 мМ трис и 150 мМ NaCl, в течение
ночи при 4°С. По завершении диализа получали
препарат ренатурированного рПроХн Cer.

Зимоген активировали методом ступенчатого
изменения рН. В образец рПроХн Cer, при посто-
янном перемешивании, вносили 2.0 М НCl до рН
3.0 и инкубировали его в течение 24 ч при комнат-
ной температуре. После окончания инкубации
рН образца доводили до 5.8, используя 0.5 М
NaOH. В результате активации получали препа-
рат рХн Cer.

Исследование биохимических свойств. Моло-
косвертывающую активность, общую ПА, ТС и
зависимость продолжительности коагуляции от
рН и концентрации хлорида кальция в коровьем
молоке определяли по ранее опубликованным
методикам [11, 12] с незначительными модифика-
циями. Биохимические свойства рХн Cer сравни-
вали с коммерческими препаратами рХн Bos (су-
хая форма) и рХн Cam (жидкая форма) производ-
ства компании “Chr. Hansen” (Дания). Для
проведения исследований готовили 0.5–1.0%-ный
водный раствор рХн Bos, а рХн Cam разбавляли
дистиллированной водой в 80–100 раз. При опре-
делении биохимических свойств рХн Cer, рХн Bos
и рХн Cam нормировали по МА. Исследование
каждого биохимического параметра проводили
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дважды с интервалом 1–3 сут между сериями. Все
измерения повторяли трижды.

Общая молокосвертывающая активность. В ка-
честве стандарта использовали 0.5%-ный водный
раствор сухого коммерческого препарата рХн Bos
с заявленной активностью, равной 2235 IMCU/г.
Для перевода значений IMCU (International Milk
Clotting Units) в УЕ, использовали повышающий
коэффициент 125. Субстратом служило сборное
непастеризованное коровье молоко, в которое
вносили NaN3 до конечной концентрации 0.02%
и доводили рН до 6.5. Субстрат (2.5 мл), прогре-
тый на водяной бане при 35°С не менее 5 мин,
быстро смешивали с 0.2 мл исследуемого рХн и
регистрировали время образования первых хло-
пьев коагулята. Общую МА жидких препаратов
рХн рассчитывали по формуле (1) и выражали в
условных единицах на миллилитр (УЕ/мл).

(1)
где:

МАSt – заявленная МА стандарта в условных
единицах (УЕ/г);

200 – фактор разведения (мл/г);
Т1 – время (с) свертывания субстрата стан-

дартом;
Т2 – время (с) свертывания субстрата раство-

ром исследуемого фермента.
Удельная молокосвертывающая активность.

Удельную МА (УЕ/мг белка) препарата рХн Cer
рассчитывали после определения общей МА и кон-
центрации белка. Для оценки удельной МА эта-
лонных коммерческих препаратов готовили 1.0%-
ный водный раствор рХн Bos, а жидкий препарат
рХн Cam разбавляли в 100 раз дистиллированной
водой. В полученных растворах определяли МА,
концентрацию белка и рассчитывали удельную МА.

Общая протеолитическая активность и специ-
фичность. В качестве субстрата использовали
1%-ный раствор казеина по Гаммерстену в 20 мМ
Na-фосфатном буфере, рН 5.6. Аликвоты суб-
страта (2.0 мл) выдерживали на водяной бане в те-
чение 15 мин при 35°С, затем вносили в них рас-
твор исследуемого МФ (0.5 мл), тщательно пере-
мешивали и отмечали время начала инкубации.
Через 30, 90 и 180 мин инкубации реакцию оста-
навливали, добавляя к 2.5 мл фермент-субстрат-
ной смеси 2.5 мл 5%-ной трихлоруксусной кис-
лоты (ТХУ), тщательно перемешивали, оставляли
на 30 мин при комнатной температуре и фильтро-
вали через бумажный фильтр. В фильтрате опре-
деляли оптическую плотность при 280 нм (D280).
В качестве спектрофотометрического контроля
использовали компоненты фермент-субстрат-
ной смеси которые вносили непосредственно в
5%-ную ТХУ. Общую ПА выражали в единицах
D280. Для оценки специфичности препаратов рХн
использовали ПА, за которую принимали значе-

= 1 2МА МА 200 ,Т ТSt

ния D280 образцов, после инкубации в течение
180 мин. Строили график зависимости D280 от
продолжительности инкубации. Специфичность
определяли, как соотношение удельной МА и об-
щей ПА (МА/ПА).

Термостабильность. Растворы исследуемых
МФ прогревали в диапазоне 30–60°С в течение
30 мин, быстро охлаждали до комнатной темпе-
ратуры и определяли их остаточную МА. За 100%
принимали значения МА, полученные для образ-
цов, прогретых при 30°С. Строили график зави-
симости остаточной МА от Т (°С) прогревания.

Зависимость продолжительности коагуляции
от рН молока. Субстратом служило сборное непа-
стеризованное коровье молоко, в которое вноси-
ли NaN3 до конечной концентрации 0.02%. Гото-
вили субстрат с рН 6.0, 6.2, 6.4, 6.6, 6.8 и 7.0 и опре-
деляли в них продолжительность образования
сгустка, после внесения раствора исследуемого
МФ. За 100% принимали продолжительность свер-
тывания субстрата при рН 6.0. Строили график
зависимости продолжительности коагуляции (%)
от рН молока.

Зависимость продолжительности коагуляции
от концентрации хлорида кальция. Субстратом
служило сборное пастеризованное коровье мо-
локо, в которое вносили NaN3 до конечной кон-
центрации 0.02% и доводили рН до 6.5. В суб-
страт добавляли CaCl2 до конечной концентра-
ции 1–5 мM и определяли продолжительность
образования сгустка после внесения раствора
исследуемого МФ. За 100% принимали значе-
ния, полученные на субстрате, в который не
вносили CaCl2. Строили график зависимости
продолжительности коагуляции (%) от концен-
трации CaCl2.

Другие методы. Продукцию рекомбинантного
белка в клетках E. coli анализировали методом
электрофореза по Лэммли [13]. В качестве марке-
ров молекулярных масс (ММ) использовали сме-
си белков “PageRuler™ Unstained Protein Ladder”
(“Thermo Fisher Scitntific”, США) и М31 (“Сиб-
энзим”, Россия). Для определения на электрофо-
реграммах площадей полос белковых компонен-
тов и концентрации в них белка использовали
программу GelAnalyzer 19.1. Для калибровки при-
меняли препараты бычьего сывороточного альбу-
мина (БСА) различной концентрации. Концен-
трацию белка в растворах, содержащих рПроХн и
рХн, определяли по методу Брэдфорда [14].

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили в вычислительной среде таблич-
ного процессора Excel 2008 (“Microsoft Corpora-
tion”, США). Для количественных переменных
результаты представляли в виде среднего ариф-
метического (М) с указанием среднеквадратиче-
ского отклонения (±SD). На графиках не указан
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95%-ный доверительный интервал, поскольку его
абсолютные значения были <10% от М.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получение рХн марала. Для получения рХн мо-
гут использоваться системы экспрессии бактерий
(E. coli), дрожжей (Pichia (Komagataella) pastoris,
Saccharomyces cerevisiae и Kluyveromyces lactis),
плесневых грибов (Aspergillus niger), а также выс-
ших млекопитающих и растений [1]. В настоящее
время в производстве сыров официально приме-
няются рХн Bos и рХн Cam, синтезируемые в эу-
кариотических системах экспрессии высшего
плесневого гриба A. niger var. awamori и молочных
дрожжей K. lactis [1]. В то же время, для большого
сегмента научно-исследовательских и скриннин-
говых работ, использование хорошо изученных и
простых прокариотических систем экспрессии
предпочтительнее и намного выгоднее, чем полу-
чение стабильных эукариотических продуцентов.

Система продукции рекомбинантных белков
на основе E. coli позволяет получать за относи-
тельно короткий промежуток времени целевой
продукт в количествах, достаточных для первич-
ной биохимической характеристики. Ранее при
помощи векторной системы pET21 в сочетании с
E. coli штамм BL21(DE3) был получен эффектив-
ный продуцент рПроХн альпака [9]. Для продук-
ции рПроХн Cer мы использовали другой штамм
E. coli – SHaffle express, разработанный для обес-
печения корректного формирования дисульфид-
ных связей в рекомбинантных белках, синтезиру-
емых de novo [15].

Нуклеотидная последовательность, соответ-
ствующая последовательности ПроХн марала
(ПроХн Сer), с оптимизированным для экспрес-
сии в системе E. coli кодонным составом, была
клонирована в составе вектора pET21 в единой
рамке трансляции с экспрессионным тагом Т7,
представляющим лидерную последовательность
(11 аминокислотных остатков) гена 10 бактерио-
фага Т7 (рис. 1). Присутствие этой последова-
тельности на N- или C-концевой части целевого
рекомбинантного белка способно значительно
повысить его выход [16].

Зависимость эффективности продукции целе-
вого белка от концентрации индуктора, температу-
ры и продолжительности культивирования анали-
зировали методом электрофореза (рис. 2). Наи-
больший выход рПроХн Cer наблюдался при
концентрации ИПТГ, равной 10 мМ и культиви-
ровании продуцента при 25°С в течение 6 ч с мо-
мента внесения индуктора (рис. 2а, 6).

После подбора оптимальных условий продук-
ции целевого фермента был исследован белковый
состав биомассы, лизата и телец включения кле-
ток продуцента (рис. 3). На долю протеина, кон-
центрация которого составляла около 3 мг/мл, а
ММ была близка к расчетной для рПроХн Cer
(41 кДа), приходилось не менее 30% от общего
количества белков биомассы (рис. 3, 1). Раство-
римая часть биомассы клеток E. coli, несущих
плазмиду pET21а-Cer, почти не содержала целе-
вой белок (рис. 3, 2), в то время как фракция телец
включения более чем на 95% состояла из рПроХн
Cer (рис. 3, 3). Это свидетельствовало о том, что
подобранные условия экспрессии гена ПроХн
Cer в системе E. coli обеспечивали эффективный
синтез целевого белка и его накопление в тельцах
включения.

Препарат рХн Cer, полученный после рефол-
динга и активации рПроХн, содержал лишь не-
значительное количество балластных белковых
примесей (рис. 3, 7).

Молокосвертывающая активность. По общей
МА рХн Cer незначительно уступал коммерче-
скому рХн Bos (табл. 1). Для того, чтобы сравнить
коагуляционную способность рХн Cer и коммерче-
ских химозинов, была рассчитана удельная МА
этих препаратов. По удельной МА рХн Cer уступал
рХн Bos и рХн Cam на 36 и 104% соответственно.
Можно предположить, что низкая удельная МА
рХн Cer, по сравнению с эталонными коагулянта-
ми молока обусловлена недостаточной эффектив-
ностью рефолдинга, поскольку восстановление
корректной трехмерной структуры затруднено при
получении рХн в системах экспрессии E. coli [10,
17–19],

Удельная МА рХн Cam в 1.68 раза превосходит
удельную коагуляционную активность рХн Bos
(табл. 1). Это хорошо согласовывалось с результа-
тами работы [2], в которой было показано, что со-

Рис. 1. Генетическая карта плазмидного вектора
pET21-CYM-Cer: T7 promoter – промотор гена белка
10 фага Т7; T7 tag – лидерная последовательность ге-
на 10 бактериофага Т7; Cer – последовательность
ПроХн марала; T7 terminator – терминатор бактерио-
фага Т7.
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отношение удельной МА рХн Bos и рХн Cam со-
ставляет 1 : 1.7.

Таким образом, полученный препарат рХн Cer
оказался способным свертывать коровье молоко,
но по удельной коагуляционной активности за-
метно уступал эталонным коммерческим МФ.
Это означает, что при использовании в сыроде-
лии его расход будет выше, чем у эталонных коа-
гулянтов. При увеличении удельной МА рХн Cer
в 1.6–2.6 раза, его дозировка для получения мо-
лочного сгустка может быть сопоставима с дози-
ровками рХн Bos и рХн Cam.

Общая протеолитическая активность и специ-
фичность. Для биохимической характеристики
нового МФ крайне важна оценка его общей ПА. В
сыроделии высокая ПА коагулянта молока счита-
ется негативным фактором, поскольку приводит
к снижению выхода готовой продукции, способ-
ствует формированию пороков вкуса и конси-
стенции сыра и ухудшает технологические харак-
теристики подсырной сыворотки, используемой
в качестве сырья при производстве ряда молоч-
ных продуктов [20].

Протеолитическую активность коагулянтов мо-
лока можно условно разделить на специфическую
и неспецифическую. В результате специфической
или молокосвертывающей активности происходит
только гидролиз связи F105-M106 в молекуле κ-ка-
зеина. Протеолиз κ-казеинов по этому сайту де-
стабилизирует казеиновые мицеллы и приводит к
образованию молочного сгустка. Неспецифиче-
ская или общая ПА, характеризует способность
МФ гидролизовать любые пептидные связи за ис-
ключением связи F105-M106 κ-казеина. Соотно-
шение МА и общей ПА (МА/ПА) называется спе-

цифичностью. Идеальный коагулянт молока для
сыроделия должен обладать высокой специфич-
ностью, то есть проявлять максимальную МА при
минимальной общей ПА [21]. Чем выше специ-
фичность, тем универсальнее МФ и шире ассор-
тимент сыров, для выработки которых он может
использоваться.

После инкубации с субстратом в течение 180 мин
рХн Cer демонстрировал более высокую общую
ПА, чем рХн Cam и рХн Bos (табл. 2).

Динамика накопления продуктов протеолиза
рХн Cer оказалась похожей на динамику рХн Bos
и заметно отличалась от рХн Cam (рис. 4а). Эти
различия наблюдались уже через 30 мин инкуба-

Рис. 2. Электрофорез препаратов биомассы клеток, полученных при культивирования штамма-продуцента при 25 (а)
или 37°С (б) и концентрации ИПТГ 0.1 (1, 4, 7), 1.0 (2, 5, 8), 10.0 (3, 6, 9) мМ; М – маркеры молекулярных масс. Рамкой
обведены фракции с ММ, близкой к расчетной для рПроХн марала.

(a)

(б)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 М

1 2 3 4 5 6 7 8 9 М

2 ч  6 ч 12 ч

2 ч  6 ч 12 ч

кДа
50
40
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Рис. 3. Результаты электрофореза белковых препара-
тов, полученных из клеток штамма-продуцента: 1 –
биомасса клеток продуцента; 2 – растворимая фрак-
ция биомассы после обработки буфером STET; 3 –
нерастворимая фракция (тельца включения) после
обработки лизирующим буфером; 4, 5, 6 – калибро-
вочные препараты БСА, с нагрузкой 1, 2 и 3 мкг на
трек соответственно; 7 – рХн марала, полученный
после активации зимогена; М – маркеры молекуляр-
ных масс.

1 2 3 4 5 6 7 М
кДа
70

40
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ции. Если принять за 100% ПА рХн Bos, проявля-
емую в течение 180 мин инкубации, то ПА рХн
Cer и рХн Cam составят ≈114 и ≈30% соответ-
ственно.

Полученные низкие значения общей ПА ха-
рактерны для рХн Cam и согласуются с данными
работы [2], в которой показано, что рХн Cam об-
ладает вчетверо меньшей ПА, чем рХн Bos. Ранее
установлено, что общая ПА рХн близкого род-
ственника одногорбого верблюда, альпака (Vicug-
na pacos), при одинаковой МА была примерно в
2.9 раза ниже, чем у рХн Bos [9]. По-видимому,
низкая общая ПА и высокая специфичность ха-
рактерны для химозинов представителей семей-
ства Верблюдовые (Camelidae).

Для сравнения специфичности рХн Cer и эта-
лонных рХн были использованы величины их
удельной МА и общей ПА. При этом показатели
рХн Bos принимали за 100%. Рассчитанная спе-
цифичность рХн Cer оказалась в 1.8 и 10.0 раза
ниже, чем у рХн Bos и рХн Cam (табл. 3). Таким
образом, по специфичности, а следовательно и по
степени универсальности, исследованные фер-
менты располагались в следующей последова-
тельности: рХн Cam > рХн Bos > рХн Cer.

Очевидно, что низкая специфичность рХн Cer
являлась следствием его малой удельной МА, ко-
торая, в свою очередь, может быть обусловлена
неполным рефолдингом. Следует отметить, что
эффективность рефолдинга генно-инженерных
химозинов, полученных после солюбилизации
телец включения, в среднем редко превышает

30% [10, 17–19]. Можно предположить, что ис-
пользование эукариотической системы экспрес-
сии вместо E.coli (штамм SHaffle express) позво-
лит повысить выход активного рХн Cer, а также
его удельную МА и специфичность.

Литературные сведения о специфичности рХн
Bos и рХн Cam носят противоречивый характер.
Согласно работе [4], специфичность рХн Cam
примерно на 11% ниже, чем у рХн Bos. А по дан-
ным работы [2], соотношение МА/ПА рХн Cam в
7 раз превосходит рХн Bos. Представления о бо-
лее высокой специфичности рХн Cam по сравне-
нию с рХн Bos, подтверждаются результатами
изучения ПА этих ферментов непосредственно в
сырах [22].

Таким образом, общая ПА полученного в дан-
ной работе рХн Cer оказалась выше, чем ПА рХн
Bos и рХн Cam в 1.14 и 3.79 раза соответственно.
Совокупность высокой ПА и малой удельной МА,
обусловливает низкую специфичность рХн Cer.
Это ограничивает его применение производством
сыров с короткими сроками созревания и хране-
ния. Для повышения специфичности и универ-
сальности рХн Cer, требуется существенное увели-
чение его удельной МА. В случае ее повышения в
3–5 раз, рХн Cer сможет конкурировать по специ-
фичности с одним из эталонных МФ – рХн Bos.

Термостабильность является важной характери-
стикой любого нового МФ, поскольку коагулянт с
высоким порогом термоинактивации может про-
являть нежелательную ПА на стадиях выработки
сыров, связанных с повышением температуры на-

Таблица 1. Общая и удельная молокосвертывающая активность рекомбинантных химозинов

Препарат Общая МА,
УЕ/мл

Концентрация белка 
мг/мл Удельная МА УЕ/мг Удельная МА, %

рХн Cer 2330 ± 10 0.044 ± 0.002 52955 ± 2184 64
рХн Bos (1.0% раствор) 2752 ± 88 0.033 ± 0.005 83394 ± 10203 100
рХн Cam (концентрат) 129660 ± 1620 0.928 ± 0.029 139720 ± 2623 168

Таблица 2. Зависимость изменения оптической плотности (D280) ТХУ-растворимых продуктов протеолиза от
продолжительности инкубации (мин) фермент-субстратных смесей

Препарат
Оптическая плотность, D280

0 мин 30 мин 90 мин 180 мин

рХн Cer 0.0 0.184 ± 0.002 0.513 ± 0.004 0.789 ± 0.013
рХн Bos 0.0 0.187 ± 0.002 0.424 ± 0.003 0.694 ± 0.006
рХн Cam 0.0 0.124 ± 0.005 0.138 ± 0.002 0.208 ± 0.010

Таблица 3. Удельная МА, общая ПА и специфичность (МА/ПА) препаратов рекомбинантных химозинов
Препарат Удельная МА, % Общая ПА, % Специфичность, МА/ПА

рХн Cer 64 114 0.56
рХн Bos 100 100 1.00
рХн Cam 168 30 5.60
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гревания, а также при длительном созревании и
хранении готовой продукции. Активность химо-
зинов, остающихся в сырном зерне после удале-
ния сыворотки, вносит весомый вклад в “протео-
литическое созревание” различных видов сыров,
от мягких до сверхтвердых. Например, таких, как
Camembert [23], Beyaz Peynir [24], Maasdam [25],
Grana Padano [26], Parmigiano Reggiano [27, 28].
Используя информацию о диапазоне температур-
ной устойчивости коагулянта молока можно ре-
гулировать степень протеолиза и сроки созрева-
ния сыров как путем варьирования температуры
обработки сырного зерна, так и за счет примене-
ния МФ с различной ТС [25].

Согласно данным работы [2] общая ПА рХн
Bos и рХн Cam увеличивалась при повышении
температуры. Максимальную ПА рХн Cam про-
являл при 55.0°С, а рХн Bos – при 52.5°С. При вы-
работке сыров типа Reggianito с их применением
увеличение температуры нагревания сгустка с 50
до 56°С приводило к значительному снижению
концентрации продуктов протеолиза αs1-казеи-

на. Но даже после повышения температуры вто-
рого нагревания до 56°С в созревающих и храня-
щихся сырах, выработанных с применением бо-
лее термостабильного рХн Cam, интенсивность
протеолиза была выше, чем при использовании
рХн Bos. И это несмотря на то, что общая ПА рХн
Cam в 3.5–4.0 раза ниже, чем у рХн Bos [2, 22].

Термостабильность рХн одного и того же вида,
полученного в разных системах экспрессии, мо-
жет различаться. Так, пороги полной температур-
ной инактивации рХн Cam, экспрессированного
в клетках высших плесневых грибах (A. niger) [2] и
дрожжей (P. pastoris) [22], отличались на 10°С, что
указывало на возможную роль посттрансляцион-
ных модификаций в формировании температур-
ной устойчивости фермента.

Порогом термоинактивации считали Т (°С),
при которой МФ сохранял не менее 80% от ис-
ходной коагуляционной активности. Согласно
этому критерию порог ТС для рХн Bos составил
50°С, а для рХн Cer и рХн Cam – 55°С. Несмотря

Рис. 4. Результаты сравнительного изучения зависимостей общей протеолитической активности (D280) от продолжи-
тельности инкубации (а), остаточной молокосвертывающей активности (МА, %) от температуры прогревания (б),
продолжительности коагуляции молочного субстрата (%) от концентрации хлорида кальция (в) и рН (г); 1 – рХн ма-
рала, 2 – рХн коровы, 3 – рХн одногорбого верблюда.
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на одинаковый порог термоинактивации, фер-
менты марала и верблюда различались по дина-
мике снижения МА в диапазоне температур 50–
60°С (рис. 4б). После прогревания при 55°С коагу-
ляционная активность рХн Cer оказалась в 3.5 раза
выше, чем у рХн Cam. Это свидетельствовало о
более высокой температурной стабильности рХн
Cer по сравнению с рХн Cam. Следует также от-
метить, что эталонные химозины полностью
инактивировались после прогревания при 60°С в
то время, как рХн Cer при этой температуре еще
сохранял примерно 8% от исходной МА (табл. 4).

В системе экспрессии E. coli (штамм
BL21(DE3)), ранее были получены рХн альпака и
рХн Bos, которые на 10–15°С превосходили по ТС
контрольный коммерческий рХн Bos, продуци-
руемый в эукариотической системе A. niger var.
awamori [9]. Можно предположить, что повышен-
ная ТС рХн Cer также обусловлена особенностя-
ми посттрансляционного процессинга эукарио-
тического фермента, синтезируемого в прокарио-
тической системе экспрессии.

Таким образом, порог термоинактивации рХн
Cer составил 55°С, что на 5°С превосходит дан-
ный показатель для рХн Bos. Несмотря на то, что
порог термоинактивации рХн Cam и рХн Cer был
одинаковым, скорость снижения МА верблюжье-
го фермента после прогревания при 55°С оказа-
лась в 3.5 раза выше, чем у рХн Cer. Это позволяет
считать рХн Cer более термостабильным. Повы-
шенная, по сравнению с эталонными фермента-
ми ТС ограничивает сферу применения рХн Cer и
предполагает его использование, прежде всего, в
производстве сыров с короткими сроками созре-
вания и хранения.

Зависимость МА от концентрации хлорида каль-
ция. Большинство видов сыров вырабатывается
из пастеризованного молока. При высокотемпе-
ратурной обработке необратимо осаждается часть
присутствующих в молоке солей кальция. В резуль-
тате этого концентрация ионизированного каль-
ция снижается, что приводит к увеличению про-
должительности образования молочного сгустка
под действием МФ. Для того, чтобы избежать по-
вышения дозы вносимого МФ и улучшить коагу-
ляционную способность пастеризованного моло-
ка в него вносят ≈1–4 мM CaCl2 [29].

Важно отметить, что увеличение концентра-
ции CaCl2 в молочном субстрате особенно на ста-
дии свертывания молока вызывает повышение не
только коагуляционной активности, но и общей
ПА фермента [30]. Поэтому использование МФ с
высокой чувствительностью к концентрации Ca2+

связано с опасностью негативных последствий
увеличения его общей ПА. В связи с этим необхо-
димо, чтобы любой новый коагулянт молока по
чувствительности к концентрации Ca2+ был экви-
валентен современным эталонным ферментам –
рХн Bos и рХн Cam.

Все исследованные рХн увеличивали МА в от-
вет на повышение концентрации CaCl2 в диапа-
зоне 0–1 мМ, при этом время образования сгуст-
ка сокращалось на 40.5–44.8% (табл. 5). Однако
на дальнейшее повышение концентрации CaCl2
ферменты реагировали по-разному. Наиболее
чувствительным к увеличению содержания Са2+ в
молоке оказался рХн Bos. При повышении кон-
центрации хлорида кальция с 2 до 5 мМ его МА
увеличивалась в 2.5–4.5 раза. Коагуляционная
активность рХн Cer и рХн Cam в меньшей степе-
ни зависела от нарастания концентрации СaCl2.
По чувствительности к изменениям концентрации
ионов кальция в молоке оба фермента оказались
похожими (рис. 4в). В диапазоне 2–5 мМ CaCl2
продолжительность образования молочных
сгустков при действии рХн Cer и рХн Cam сокра-
щалась в 2.0–3.1 раза.

Полученные данные, позволили сделать вывод
о том, что по чувствительности коагуляционной
активности к концентрации CaCl2 в молоке рХн
Cer не уступает эталонным генно-инженерным
коагулянтам и полностью соответствует требова-
ниям сыроделия.

Зависимость МА от рН субстрата. Продолжи-
тельность коагуляции молока под действием
МФ зависит от электростатических и гидрофоб-
ных свойств мицелл казеина, которые связаны с
концентрацией ионов водорода. При подкисле-
нии молока суммарный отрицательный заряд
казеинов снижается, вследствие приближения
рН к значениям их рI. Это уменьшает силы элек-
тростатического отталкивания между мицеллами
и одновременно усиливает казеин-казеиновые
гидрофобные взаимодействия, что способствует

Таблица 4. Остаточная молокосвертывающая активность (%) рекомбинантных химозинов марала, коровы и од-
ногорбого верблюда при различных температурах прогревания

* Не определяли.

Препарат
Молокосвертывающая активность, %

30°С 35°С 40°С 45°С 50°С 55°С 60°С 65°С

рХн Cer 100 101 ± 3 101 ± 3 100 ± 3 96 ± 1 70 ± 2 8 ± 1 0
рХн Bos 100 101 ± 3 100 ± 2 95 ± 5 66 ± 8 8 ± 5 0 н.д.*
рХн Cam 100 101 ± 5 101 ± 6 101 ± 5 85 ± 5 20 ± 1 0 н.д.*
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ускорению образования молочного сгустка [21]. В
случае нарастания рН казеин-казеиновые гидро-
фобные взаимодействия ослабевают, поскольку
суммарные отрицательные заряды казеинов уве-
личиваются. Растущие силы электростатическо-
го отталкивания препятствуют сближению од-
ноименно заряженных казеиновых мицелл и за-
медляют образование сычужного сгустка.

Оптимумы действия химозинов различных ви-
дов животных находятся в диапазоне рН 4.5–5.5
[http://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ec-
no=3.4.23.4]. Однако при выработке большин-
ства видов сычужных сыров МФ вносится в мо-
лочную смесь при рН 6.5–6.6. В связи с этим,
одним из требований к любому новому МФ для
сыроделия является способность эффективно ко-
агулировать молоко в слабокислом диапазоне рН,
удаленном от рН-оптимума.

Наименьшую чувствительность к увеличению
рН молока в диапазоне 6.0–7.0 продемонстриро-
вал рХн Cer, а наибольшую – рХн Bos (рис. 4г).
В диапазоне рН 6.0–6.4 все ферменты проявляли
близкую МА. При рН 6.6 продолжительность свер-
тывания молока для рХн Cer, рХн Cam и рХн Bos
увеличивалась в 1.9, 2.1 и 2.3 раза соответственно
(табл. 6). Полученные результаты согласуются с
данными других публикаций, в которых были по-
казаны аналогичные зависимости продолжитель-
ности свертывания от рН молочного субстрата для
рХн Bos, рХн Cam и рХн альпака [2, 4, 9, 30].

Результаты исследования свидетельствуют о
том, что рХн марала способен эффективно свер-
тывать коровье молоко при рН 6.5–6.6 и не усту-
пает по этому показателю коммерческим генно-
инженерным химозинам.

Таким образом, в прокариотической системе
экспрессии E.coli (штамм SHaffle express) получен
рХн Cer. Оптимальными условиями для достиже-
ния максимального выхода рПроХн Cer в тельцах
включения были: концентрация изопропил-β-D-

1-тиогалактопиранозида, равная 10 мМ, темпера-
тура культивирования продуцента – 25°С и про-
должительность культивирования – 6 ч с момента
внесения индуктора.

Исследован комплекс биохимических свойств
рХн Cer, важных для использования при произ-
водстве сычужных сыров. По чувствительности
МА к изменениям рН и концентрации хлорида
кальция в молоке, рХн Cer оказался сопостави-
мым с эталонными МФ и по данным показателям
полностью соответствует требованиям сыроде-
лия. По удельной МА, общей ПА, специфично-
сти и ТС рХн Cer уступает коммерческим эталон-
ным ферментам, что ограничивает его примене-
ние производством сыров с короткими сроками
созревания и хранения. Можно предположить,
что продукция рХн Cer в эукариотической систе-
ме, не требующей проведения рефолдинга целево-
го белка и обеспечивающей качественно иной уро-
вень посттрансляционной модификации, позво-
лит в дальнейшем улучшить его биохимические
показатели, важные с точки зрения современного
сыроделия и расширить область его применения.

Работа выполнена в рамках государственного
задания Министерства науки и высшего образо-
вания РФ (номер темы FZMW-2020-0002, “Разра-
ботка продуцентов рекомбинантных ферментов
для сыроделия”).
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Preparation of Recombinant Chymosin of Maral (Cervus elaphus sibiricus Severtzov)
in Prokaryotic Expression System and Investigation of the Complex 

of Its Biochemical Properties, Important for Cheesemaking
S. V. Belenkayaa, b, D. N. Shcherbakova, c, D. V. Balabovac, A. N. Belovd,

A. D. Kovald, and V. V. Elchaninovd, *
aState Research Center of Virology and Biotechnology “Vector” Rospotrebnadzora, Koltsovo, 630559 Russia

bNovosibirsk state University, Novosibirsk, 630090 Russia
cAltai State University, Barnaul, 656049 Russia

dFederal Altay Scientific Centre of Agrobiotechnologies, Siberian Institute of Cheese Making, Barnaul, 656016 Russia
*e-mail: ve3636@yandex.ru

In the expression system of Escherichia coli (SHaffle express strain), recombinant chymosin (rCn) of maral
(rCn Cer) was obtained and its biochemical properties, important from the point of view of cheese-making,
were studied. The highest content of recombinant maral prochymosin in the inclusion bodies was observed
at 10 mM of isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside and cultivation of the producer at 25°C for 6 hours after
the introduction of the inductor. The biochemical properties of rCn Cer were compared with the rCn of a cow
(rCn Bos) and a single-humped camel (rCn Cam). The total proteolytic activity (PA) of the rCn Cer was
comparable to that of the rCn Bos, but approximately 3.8 times higher than the rCn Cam PA. The tempera-
ture stability (TS) of the rCn Cer was 5–10°C higher than the TS rCn Bos and rCn Cam. The threshold for
temperature inactivation of rCn Cer was 55°C. The dependence of the coagulation activity of rCn Cer on the
pH and the concentration of calcium chloride in cow’s milk met the criteria for using milk-clotting enzymes
in the production of rennet cheeses. High PA and TS limit the scope of application of the rCn Cer to the only
production of cheeses with short maturation and storage periods.

Keywords: recombinant chymosin of maral, milk-clotting activity, proteolytic activity, thermal stability, pH,
concentration of calcium chloride, cheesemaking
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Получен эффективный рекомбинантный штамм Komagataella phaffii, с высоким выходом продуци-
рующий прохимозин Bos taurus. Разработан метод выделения и очистки рекомбинантного химози-
на, включающий двухстадийную очистку методами ионнообменной и гидрофобной хроматогра-
фии. Получен препарат высокоочищенного (~90%) рекомбинантного химозина с концентрацией
4 мг/мл (1000 IMCU/мл) с выходом 62%. Разработанная методика может быть использована при
промышленном производстве фермента.
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Химозин (КФ 3.4.23.4) – аспартатная эндо-
пептидаза обладает специфической протеолити-
ческой активностью в отношении пептидной
связи Phe105-Met106  [1]. Результатом проявле-
ния протеолитической активности химозина яв-
ляется формирование молочного сгустка, что
чрезвычайно важно при изготовлении продук-
ции в сыроделии и пищевой промышленности.
Штаммы-продуценты на основе Aspergillus niger
[2] и Kluyveromyces lactis [3] активно используют-
ся в современной промышленности для продук-
ции рекомбинантного химозина. Создание эф-
фективных штаммов-продуцентов ферментов на
основе Komagataella phaffii (ранее – Pichia pastoris)
является важной прикладной задачей промыш-
ленной биотехнологии  [4, 5].

Ранее была оптимизирована нуклеотидная по-
следовательность для экспрессии в K. phaffii [6],
получены клоны штамм-продуцентов  [7], разра-
ботаны методы культивирования при использо-
вании технического глицерина  [8]. Однако, до-
стигнутые уровни продуктивности штамм-проду-
центов не соответствуют достигнутым уровням в
промышленных штаммах-продуцентах A. niger и
K. lactis. Существующие методы позволяют опти-
мизировать штаммы-продуценты K. phaffii как в
результате оптимизациия метаболома с увеличе-
нием выхода промежуточных интермедиатов и

конечных метаболитов; улучшения механизма ге-
номных интеграций, позволяющих увеличить эф-
фективность встраивания экспрессионных кассет;
оптимизации мультикопийных инсерций метода-
ми генетической инженерии; геномного редакти-
рования методами CRISPR/Cas9; коэкспрессии ге-
нов для улучшения внутриклеточного транспорта и
секреции, а также коэкспрессии шаперонов для
улучшения белкового фолдинга [9].

Цель работы – получение высокоэффективно-
го штамма-продуцента химозина в K. phaffii и раз-
работка методов выделения и очистки для ис-
пользования в промышленной биотехнологии.

МЕТОДИКА
Материалы. Для получения штамма-продуцен-

та использовали ген прохимозина B Bos taurus
(GenBank: E05472.1). Оптимизация последователь-
ности и химический синтез целевого гена выпол-
нены компанией “Twist Bioscience” (США). Ген
был получен в составе вектора pTwist (Amp). Реак-
тивы для питательных сред – фирмы “Sigma-Al-
drich” (США).

Конструирование вектора для экспрессии прохи-
мозина. Вектор pPICZalphaA (“Thermo Fisher Sci-
entific”, США) был использован для получения
секретируемого прохимозина B. Вектор содержал

УДК 577.112.083
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промотор AOX1 и фактор внеклеточной селекции
Saccharomyces cerevisiae [10]. Ген прохимозина B и
экспрессионный вектор pPICZalphaA были пооче-
редно обработаны эндонуклеазами рестрикции
EcoRI и NotI (“Thermo Fisher Scientific”, США),
после чего лигированы по образовавшимся “лип-
ким” концам лигазой фага Т4 (“Thermo Fisher Sci-
entific”, США).

Трансформация P. pastoris. Вектор pPICZalphaA
с встроенным геном прохимозина В был предва-
рительно линеаризован по сайту рестрикции SacI.
Для создания экспрессионного штамма исполь-
зовали клетки K. phaffii штамма X-33 (“Thermo
Fisher Scientific”, США).

Приготовление электрокомпетентных клеток
осуществляли согласно протоколу трансформа-
ции (http://tools.thermofisher.com/content/sfs-
manuals/easyselect_man.pdf). После электропора-
ции клетки инкубировали 1 ч при 30°С в 1.0 мл 1.0 М
сорбитола и высевали на чашки с агаризованной
средой, следующего состава (%): дрожжевой экс-
тракт – 1.0, пептон – 2.0, глюкоза – 2.0 и 1.0 М
сорбитол, а также различные концентрации зео-
цина (200, 500, 750, 1000 мкг/мл).

Селекция трансформантов. Отобранные транс-
форманты штамма K. phaffii X-33, устойчивые к
зеоцину, анализировали на наличие вставки гена
Chym1 методом ПЦР-скрининга с олигодезокси-
рибонуклеотидами Хим1 5'-GAATTCGCTGAAAT-
TACTAGAATCCCATTG-3' и Хим2 5'-GCGGCCGCT-
TAAATAGCTTTAGC-3' (“Евроген”, Россия). По
результатам селекции и ПЦР-скрининга были
отобраны клоны с встроенным геном прохимо-
зина В.

Культивирование трансформантов. Для получе-
ния инокулята трансформированные клетки вы-
ращивали в течение 24 ч при 30°C в шейкере-ин-
кубаторе “Innova 43R”, (“New Brunswick Scientif-
ic”, США) при 250 об./мин в жидкой питательной
среде YPD (%, дрожжевой экстракт – 1.0, трип-
тон – 1.5, глюкоза – 1.0), как описано ранее [4].
Полученным инокулятом засевали пробирки со
средой YPD (5 мл) в соотношении 1 : 10, и выра-
щивали при 30°С и 250 об./мин в течение 96 ч. Че-
рез каждые 24 ч культивирования добавляли 1.0%
метанола. После окончания культивации опреде-
ляли активность ферментов в культуральной жид-
кости.

Определение активности химозина в культу-
ральной жидкости. Для активации химозина из
культуральной жидкости (КЖ) каждого выбран-
ного клона после культивирования отбирали по
1 мл, добавляли 100 мкл 1.0 M HCl, инкубирова-
ли 2 ч, а затем восстанавливали pH до 5.5 добавле-
нием 90 мкл 1.0 M NaOH c последующей инкуба-
цией в течение 2 ч. Активность химозина опреде-
ляли в соответствии с ранее разработанной
методикой определения молоко-свертывающей

активности [11]. Сухое обезжиренное молоко
(“Промакс”, Россия) было восстановлено в виде
26%-ного раствора с добавлением 0.5 г/л CaCl2,
pH 6.5. Молоко перемешивали при 25°С в тече-
нии 30 мин и инкубировали при 37°С 20 мин. К
1 мл восстановленного обезжиренного молока,
содержащего 0.1 г/мл хлорида кальция добавляли
100 мкл КЖ после активации химозина. Опреде-
ляли время образования сгустка при 37°С. В ка-
честве положительного контроля использовали
контрольный раствор с известной активностью
химозина (“Proquiga”, Испания) 600 IMCU/мл
(IMCU – International milk clotting units, между-
народные единицы свертываемости молока,
ГОСТ 11815-2015).

ДСН-электрофорез белков. Электрофоретиче-
ский анализ белков осуществляли в денатурирую-
щем полиакриламидном геле (ДСН-ПААГ) по
Лэммли [12]. В качестве маркеров молекулярного
веса использовали FastRuler Middle Range DNA
Ladder (“Thermo Fisher Scientific”, США). Кон-
центрацию химозина определяли денситометри-
ческим методом.

Культивирование штамма – продуцента прохи-
мозина в ферментере. Для культивирования
штамма-продуцента прохимозина использовал-
ся ферментер “Biostat B+” (“Sartorius”, Герма-
ния) объемом 2 л. Для получения посевной культу-
ры штамм-продуцент выращивали в течение 1 сут в
шейкере-инкубаторе при 30°С и 250 об./мин на
среде BMGY, следующего состава (%): дрожжевой
экстракт – 1.0, глицерин – 1.0, пептон – 2.0,
дрожжевых азотистых оснований – 1.34, 100 мМ
калий-фосфатный буфер, рН 6.0. Засев фермен-
тера осуществляли из 1 колбы (150 мл среды),
культивирование проводили на минеральной
среде с глицерином, следующего состава (г/л):
глицерин – 70, KH2PO4 – 9.9, (NH4)2SO4 – 15.7,
г/л MgSO4 – 4.6, CaCl2 – 0.35, биотин – 4.0, PTM1 –
0.972%, пеногаситель Софэксил (“Софэкс-Сили-
кон”, Россия) – 0.1%, при 30°С. После добавле-
ния метанола температуру снижали до 26°С. При
выращивании на среде с глицерином поддержи-
вали рН среды 4.0, после индукции метанолом
значение рН меняли на 5.5. Сорбитол (2.0%) до-
бавляли одновременно с индукцией метанолом
через 24 и 48 ч. Добавление метанола осуществля-
ли раз в три часа до его содержания в среде 1.0%.
Для этого использовали 50%-ный раствор метано-
ла с 2.2%-ным PTM1. Автоматическое поддержа-
ние значения рН среды осуществляли титрованием
10%-ными растворами NH4OH и Н2SO4.

Очистка и получение химозина. Для очистки ре-
комбинантного химозина использовали сочета-
ние методов ионообменной хроматографии с ме-
тодами хроматографии гидрофобных взаимодей-
ствий. На первом этапе культуральную жидкость
отделяли от клеток центрифугированием при
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16000 g 15 мин при 4°С. После этого культуральную
жидкость разбавляли в отношении 1 : 3 50 мМ фос-
фатным буфером, pH 5.5, и наносили на колонку
с DEAE-Sepharose (“GE Healthcare”, США),
предварительно уравновешенную 50 мМ фосфат-
ным буфером, pH 5.5. Элюцию проводили 0.3 M
NaCl. К полученным активным фракциям добав-
ляли 5 M NaCl до концентрации 2.0 M NaCl. По-
лученный раствор наносили на колонку с Phenyl-
Sepharose (“GE Healthcare”, США), предвари-
тельно уравновешенную 2 M NaCl в 50 мМ
Na2HPO4, pH 5.5. Элюцию проводили 50 мM
Na2HPO4, pH 5.5. Полученные фракции объеди-
няли и анализировали ДСН-ПААГ-электрофо-
резом.

Статистическая обработка результатов. Данные
по ферментативной активности были измерены в
5 повторностях. Статистическая обработка про-
ведена в “Origin 2015” (OriginLab Corporation,
США). Для количественных переменных резуль-
таты представлены в виде среднего арифметиче-
ского (М) с указанием среднеквадратического от-
клонения (±SD), на графиках указан 95% довери-
тельный интервал (CI).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Селекция трансформантов K. phaffii. Отобран-

ные после трансформации клоны, несущие ген
прохимозина В, названные pPICzα-Сhym1, про-
анализировали ПЦР-скринингом на наличие
вставки. Результаты представлены на рис. 1. Кло-
ны pPICzα-Сhym1 проверяли на возможность
проявлять молокосвертывающую активность.
Более 75% клонов проявляли ферментативную ак-
тивность в диапазоне 0.1–5 IMCU/мл (рис. 2). Кло-
ны с наибольшей активностью химозина были по-
лучены при концентрации зеоцина 750 мкг/мл.

Динамика экспрессии химозина. Для подбора
оптимальных условий культивирования в колбах
были отобраны 6 клонов с максимальной актив-
ностью химозина. При культивировании в колбах
(250 об./мин, 30°С) в течении 96 ч при добавле-
нии 50%-ного раствора метанола до конечной
концентрации метанола в культуральной среде
1.0% ферментативная активность была на уровне
12.5 IMCU/мл. Индукция в среде BMMY (см.
“Методику”) с добавлением 1.0% аскорбиновой
кислоты не меняла активность конечного препа-
рата. Однако, добавление 2.0 г/л сорбитола в сре-
ду BMMY с одним из выбранных клонов повышало
активность конечного препарата до 20 IMCU/мл.
Отобранный клон в дальнейшем использовался для
оптимизации культивирования в ферментере.

Культивирование дрожжей K. phaffii в ферментере.
Дрожжи выращивали в ферментере до OD600, рав-
ной 285. При этом OD600 после индукции метано-
лом значительно не менялась. Для повышения

выхода конечного продукта были протестирова-
ны различные режимы ферментации и варианты
добавок к основной среде. Максимальный выход
продукта (80 мг/л) наблюдался при ферментации
pPICzα-Chym1 в течении 96 ч с двукратным до-
бавлением раствора сорбитола 2.0 г/л через 24 и
48 ч (рис. 3). Полученный выход целевого продук-
та по уровню экспрессии соответствовал анало-
гичным разработкам [8]. Добавки сорбитола – од-
на из стратегий повышения уровня экспрессии
при использовании AOX1 промотора  [13]. Такая
стратегия характерна прежде всего для штаммов-
продуцентов с мультикопийной вставкой гена це-
левого продукта. Оптимизация соотношения ме-
танол/сорбитол позволила добиться в целом бо-
лее высокого уровня продукции химозина за счет

Рис. 1. Результат ПЦР-скрининга клонов K. phaffii
после трансформации. M – маркеры молекулярной
массы, 1–12 – клоны после трансформации кон-
струкцией pPICZα-Chym1; К+ – положительный и
К– – отрицательный контроль ПЦР. Стрелка указы-
вает положение фрагмента ДНК химозина.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M K+ K–

Рис. 2. Молокосвертывающая активность химозина в
КЖ клонов K. phaffii, выращенных на среде YPD, со-
держащей зеоцин, при индукции 1%-ным метанолом
в течении 72 ч. Клоны 1–10 – 200 мкг/мл зеоцина;
клоны 11–20 – 500 мкг/мл зеоцина; клоны 21–60 –
750 мкг/мл зеоцина; клоны 61–85 – 1000 мкг/мл зео-
цина.
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улучшения углеродного метаболизма и увеличе-
ния биомассы.

Очистка рекомбинантного химозина. Получен-
ную после ферментации КЖ отделяли от клеточ-
ной массы центрифугированием и проводили
pH-зависимую активацию химозина. Для этого к
400 мл КЖ добавляли 40 мл 1.0 M HCl до значения
pH 2.0. При низких значениях pH происходила ав-
токаталитическая активация прохимозина до хи-
мозина в результате отщепления N-концевого
пептида из 42 аминокислотных остатков. После 2 ч
инкубации pH восстанавливали до значения 5.5
добавлением 40 мл 1.0 M NaOH.

Химозин выделяли из КЖ на первом этапе ме-
тодом анионообменной хроматографии на DEAE-
Sepharose. Были подобраны оптимальные условия
разбавления в соотношении 1 : 3 КЖ : 50 мМ фос-
фатный буфер, pH 5.5, при котором удавалось до-

биться максимального связывания химозина с
хроматографическим сорбентом с последующей
его элюцией. В результате проведенной анионо-
обменной хроматографии раствор химозина уда-
лось сконцентрировать в 5 раз и удалить при этом
большинство примесей.

Для следующего этапа очистки использовали
хроматографическую колонку с Phenyl-Sepharose
объемом 5 мл. К раствору химозина добавляли
5.0 М раствор NaCl до конечной 2.0 М концен-
трации соли. Хроматографическую колонку Phe-
nyl-Sepharose предварительно уравновешивали
50 мМ раствором Na2HPO4, pH 5.5, с 2.0 M NaCl.
После проведения элюции получали раствор хи-
мозина, очищенный в 28 раз, содержащий 85–
90% активного белка (табл. 1.). Результаты хрома-
тографической очистки приведены на рис. 4. Сум-
марные потери по белку на всех этапах активации,

Рис. 3. Биосинтез химозина pPICzα-Chym1 в биореакторе (а) и электрофореграмма КЖ в процессе роста культуры (б).
а: 1 – минеральная среда, 2 – та же среда с двукратным добавлением сорбитола по 1.0 г/л, 3 – та же среда с двукратным
добавлением сорбитола 2 г/л; стрелкой показано остановка подпитки сорбитолом и начало индукции. б: 1 – маркеры мо-
лекулярной массы, 2–8 – 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 ч от начала добавления смеси метанол/сорбитол соответственно;
стрелкой обозначена полоса, соответствующая зрелой форме химозина.
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Таблица 1. Стадии выделения и очистки химозина

Стадии очистки
Общее 

количество 
химозина, мг

Активность 
химозина, 
IMCU/мл

Удельная 
активность 
химозина, 

IMCU/мг белка

Выход химозина 
по белку, %

Чистота 
препарата

по белку, %

Супернатант КЖ 44 5 7.8 100 30
Супернатант после активации 43.1 42 ± 5 66 95 32
Анион-обменная хроматогра-
фия 34.5 264 ± 10 152 72 60

Хроматография гидрофобных 
взаимодействий 31.5 1009 ± 12 220 62 85–90
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выделения и очистки составили 38% (табл. 1). Ко-
нечный образец удалось сконцентрировать в 44 ра-
за, при этом удельная активность полученного
химозина составила 220 IMCU/мг.

Полученный рекомбинантный химозин быка
обладал физико-химическими свойствами, сопо-
ставимыми с природным химозином и ранее полу-
ченными рекомбинантными аналогами химозина
быка в K. phaffii [8]. При этом рекомбинантный хи-
мозин проявлял максимальную активность в диа-
пазоне температур 30–38°С при pH 5.5–5.8. Хране-
ние очищенного фермента при температуре 4°С
30 сут приводило к незначительной потере актив-
ности. Хранение при температуре 20°С 30 сут при-
водило к потере 30% активности.

Использование системы экспрессии K. phaffii
под контролем промотора АОХ1, индуцируемого
метанолом, активно применяется в различных
технологических процессах, связанных получе-
нием ферментов для промышленности [4]. Тем не
менее, в будущем возможно создание штаммов-
продуцентов рекомбинантного химозина в систе-
ме экспрессии K. phaffii с использованием воз-
можно более “сильного” промотора, не требующе-
го использования метанола в качестве индуктора.
Разработка таких штаммов является основой буду-
щих разработок.

В ходе выполнения работы был получен высоко-
эффективный рекомбинантный штамм метило-
трофных дрожжей K. phaffii, продуцирующий функ-
ционально активный рекомбинантный прохимо-
зин и подобраны условия автокаталитической
активации прохимозина до химозина. Для реком-
бинантного химозина разработан метод очистки и
концентрирования до 4 мг/мл (1000 IMCU/мл).

При проведении исследований использовали
оборудование Центра коллективного пользова-
ния “Промышленные биотехнологии” Федераль-
ного исследовательского центра “Фундаменталь-
ные основы биотехнологии” Российской акаде-
мии наук.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования Рос-
сийской Федерации в рамках выполнения работ по
соглашению от 26.11.2018 г. № 14.607.21.0207 (УИН
RFMEFI60718X0207), ФЦП “Исследования и
разработки по приоритетным направлениям раз-
вития научно-технологического комплекса Рос-
сии на 2014–2020 годы”.
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Рис. 4. Очистка рекомбинантного химозина методом
хроматографии гидрофобных взаимодействий (а),
электрофореграмма фракций (б). а: 1 – OD280, 2 –
градиент NaCl; б: M – маркеры молекулярной массы,
кДа. 1 – фракция после очистки на DEAE-Sepharose,
2 – не адсорбировавшаяся фракция, 3–6 объединен-
ные фракции (36–42 мл). Стрелкой указана полоса,
соответствующая зрелой форме химозина.
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Optimization of Production Method for Recombinant Chymosin
in Methylotrophic Yeast Komagataella phaffii
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An effective recombinant strain of Komagataella phaffii for Bos taurus prochymosin production was obtained.
A method for the isolation and purification of recombinant chymosin has been developed, which includes
two-stage purification by ion exchange and hydrophobic chromatography. A highly purified (~90%) recom-
binant chymosin with a concentration of 4 mg/ml (1000 IMCU/ml) was obtained with a yield of 62%. The
developed method can be used for the industrial application.

Keywords: chymosin, methylotrophic yeast, Pichia pastoris, Komagataella phaffii
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На основе клеток Escherichia coli сконструирована библиотека штаммов-продуцентов рекомбинант-
ных нуклеозидфосфорилаз (NP), их мутантных и гибридных форм из различных мезофильных и
экстремофильных микроорганизмов. Показано, что субстраты стабилизируют структуру NP при
воздействии температуры, при этом именно неорганический фосфат-ион является решающим в этом
процессе. С использованием биоинформатических методов анализа сделано предположение, что
N-концевая структура белков во многом определяет термостабильность NP. Сконструирован гибрид-
ный белок тимидинфосфорилазы (TPP) из E. coli, в котором N-концевой фрагмент (1-62 а. о.) заменен
на соответствующий фрагмент ТРР из термофильной бактерии Geobacillus stearothermophilus, пока-
зано, что термостабильность полученной гибридной формы ТРР повысилась. В первичной структу-
ре уридинфосфорилазы (UDP) из E. coli выявлена высококонсервативная аминокислотная после-
довательность 25-Pro-Gly-Asp-Pro-30 для этих ферментов из мезофильных микроорганизмов.
Сконструирована мутантная форма (Asp27Gly) UDP из E. coli, которая также характеризовалась по-
вышенной термостабильностью по сравнению с исходной формой. Сделано предположение, что
именно архитектура строения фосфат-связывающего сайта у UDP и особенности его функциони-
рования, имеют решающее значение в придании этому ферменту термостабильности.

Ключевые слова: нуклеозидфосфорилаза, сайт-направленный мутагенез, термостабильность
DOI: 10.31857/S0555109920060124

Нуклеозидфосфорилазы (NP) – ферменты ка-
таболизма нуклеозидов, катализирующие обра-
тимый фосфоролиз нуклеозидов до рибозо(дезок-
сирибозо)-1-фосфата и соответствующего гетеро-
циклического основания. Они присутствуют в
клетках практически всех организмов, к ним могут
быть отнесены: тимидинфосфорилаза (КФ2.4.2.4,
ТРР), пуриннуклеозидфосфорилаза (КФ2.4.2.1,
PuNP), уридинфосфорилаза (КФ2.4.2.3, UDP) и
др. Выяснено, что NP принимают активное уча-
стие в формировании и развитии патологических
процессов в клетках млекопитающих (ревматоид-
ный артрит, системная склеродермия, подагра,
остеоартроз, онкология и т.д.) [1–3]. Так, для ТРР
и UDP показано резкое возрастание активности
этих ферментов в раковых клетках, что привело к
созданию диагностического метода определения
трансформированных (раковых) клеток. Обнару-
жено, что ТРР и UDP не только разрушают тера-
певтические агенты нуклеозидной природы, пони-
жая их потенциал, но также способствуют ангиоге-

незу опухоли и являются антиапоптотическими
факторами. Все вышеуказанные факты переводят
NP в разряд мишеней для терапевтического воз-
действия с целью регуляции или ингибирования
их активности [4, 5].

NP нашли применение в ферментативном
синтезе (“зеленая химия”) [6] производных нук-
леозидов, применяемых в практической медици-
не в качестве противоопухолевых, противовирус-
ных и противопаразитарных агентов. Было пока-
зано, что эти ферменты могут быть успешно
использованы для синтеза рибозо(дезоксирибо-
зо-)-1-фосфата, как важного исходного интерме-
диата для проведения энзиматического синтеза
модифицированных нуклеозидов [7]. При этом
для повышения эффективности их ферментатив-
ного синтеза важно проведение всего процесса
при повышенных температурах, так как раство-
римость многих гетероциклических соединений,
участвующих в синтезе, недостаточно высокая.

УДК 577.214.622+577.27+615.37
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Для реализации возможности практического
использования NP необходимы углубленные зна-
ния об их строении и механизме функционирова-
ния, включая принципы формирования термо-
стабильных вариантов этих белков.

Цель работы – изучение рекомбинантных NP,
их гибридных и мутантных форм, оценка вклада
отдельных фрагментов и а.о. полипептидной це-
пи в формирование термостабильных вариантов
ферментов.

МЕТОДИКА
В работе использовали: трис-основание (трис-

OH), трис-гидрохлорид (трис-HCl), агарозу (Type
I, Low EEO), ДДС-Na, борную кислоту, ЭДТА –
(“Sigma”, США), бромистый этидий, персульфат
аммония, N, N, N', N'-тетраметилэтилендиамин –
“Fluka” (Швейцария), акриламид, N,N'-мети-
лен-бис-акрилиамид (“Serva”, Германия), трип-
тон “Bacto”, агар “Bacto”, дрожжевой экстракт
“Bacto” (“Difco”, США), ампициллин (“Appli-
Chem”, Германия), дезоксирибонуклеозидтрифос-
фаты (“MBI Fermentas”, Литва). Неорганические
соли – фирмы “Merck” (Германия), реактивы
квалификации х. ч. и о. с. ч. (Россия). Белковые
маркеры молекулярной массы – “Unstained Pro-
tein Molecular Weight Marker” фирмы “MBI Fer-
mentas” (Литва).

Taq-полимеразу, рестрицирующие эндонукле-
азы (BamHI и HindIII) и ДНК-лигазу фага Т4 про-
изводства “MBI Fermentas” (Литва) использовали
в соответствии с рекомендациями фирм-произво-
дителей.

Выделение ДНК, очистку, гидролиз эндонукле-
азами рестрикции, лигирование фрагментов ДНК,
а также трансформацию клеток E. coli плазмидами
проводили согласно [8].

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).

Источниками рекомбинантных ТТР и UDP
служили полученные нами ранее штаммы-проду-
центы этих ферментов Escherichia coli, Klebsiella
aerogenes, Salmonella typhimurium, Halomonas chro-
matireducens, Shewanella oneidensis –MR-1 [9–13].

При конструировании экспрессионных плаз-
мид в качестве реципиентного использовали
сконструированный ранее бактериальный вектор
pUU18 [14], содержащий в своем составе промо-
тор-операторную область гена UDP из E. coli.

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

Синтез олигодезоксирибонуклеотидов и си-
квенс ДНК проводился фирмой “Синтол”
(www.syntol.ru) на коммерческой основе.

Ген гибридного белка (Hyb111) конструирова-
ли методом ПЦР аналогично ранее опубликован-
ной работе [15]. Структуры использованных в ра-
боте олигодезоксирибонуклеотидов приведены в
табл. 1. В качестве матрицы при амплификации
структурной части гена TPP из Geobacillus stearo-
thermophilus использовали ДНК самого микроор-
ганизма, а при конструировании Hyb111 – плаз-
миду, полученную в работе [9].

Выделение плазмид проводили с использова-
нием набора “GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit”
(“MBI Fermentas”, Литва). Клетки E. coli, содер-
жащие плазмиду, культивировали в течение 16–
18 ч в стеклянных пробирках (или колбах) со сре-
дой LB (ампициллин – 150 мкг/мл) при 37°С и
250 об./мин в шейкере-инкубаторе “Excella E25”
(“New Brunswick Scientific”, США).

Концентрацию белка определяли по методу
Бредфордa [16] с окраской реагентом “Bio-Rad Pro-
tein Assay” (“Bio-Rad”, США). В качестве стандарта
использовали раствор бычьего сывороточного аль-
бумина (“Sigma”, США).

Электрофоретическое разделение белков про-
водили по Леммли [17].

Таблица 1. Олигодезоксирибонуклеотиды, использованные при конструировании гена гибридной формы TPP
(G. stearothermophilus – E. coli) и амплификации структурной части гена ТРР из G. stearothermophilus (GeneBank
CP016552.1)

* В структуру олигонуклеотида CPYRgs для обеспечения более эффективной терминации трансляции в клетках E. coli введе-
ны дополнительные кодоны tta и cta (выделены жирным шрифтом).

Наименование
праймера Структура олигодезоксирибонуклеотидов 5' → 3'

Наименование
белка

11C GCGCTGACGATGGCGATGCGAGATTCAGGAACCGTTCTC
Hyb111

11N GAGAACGGTTCCTGAATCTCGCATCGCCATCGTCAGCGC

CPYRgs* ATCGCCAAGCTTCCCTTACTATACGATGGT
ТРР

NPYRgs AAAAAGGATCCCGCGATGCGAATGG
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Ферментативную активность рекомбинант-
ных NP и их гибридных и мутантных форм опре-
деляли в К-фосфатном буфере согласно [9, 18].

Термостабильность белков определяли соглас-
но [19]. Раствор исследуемого белка выдерживали
в буфере (20 мM трис-HCl, pH 8.0) при выбран-
ной температуре в течение запланированного
времени. Затем пробу этого белка переносили в
заранее прогретый до 40°С раствор соответствую-
щих субстратов (5 мM тимидин или 5мM уридин
в 20 мМ К-фосфатном буфере, рН 7.4) и инкуби-
ровали в течение 5 мин, после чего спектрофото-
метрически определяли остаточную активность
фермента [9, 18]. Температуру инкубации раство-
ра белка при определении термостабильности
фермента задавали на 5–10°С ниже значения Топт.

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) в 10 мM Na-
фосфатном буфере, pH 7.4, содержащем 150 мM
NaCl. Регистрацию осуществляли при длине вол-
ны 280 нм. Объем образца – 100 мкл, скорость элю-
ции – 1 мл/мин. В качестве белков-маркеров ис-
пользовали набор “Gel Filtration Calibration Kits”
(“GE Healthcare Life Sciences”, Великобритания),
а также рекомбинантные тимидин- и уридинфос-
форилазы из E. coli.

Выделение и очистку рекомбинантных NP и
их мутантных форм проводили, как описано на-
ми ранее для UDP [11].

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

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

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В научной литературе широко обсуждается во-

прос природы термостабильности белков из раз-
личных микроорганизмов (психрофилы, археи,
мезофилы, термофилы) [20–26]. Однако приведен-
ные в работах [21, 26] данные сравнительного ана-
лиза термостабильности белков из мезо- и термо-
фильных микроорганизмов показывают, что ни
показатель плотности упаковки белков, ни сравни-
тельный структурный анализ, ни величина темпе-
ратурного оптимума NP не позволяли отнести
эти ферменты к термостабильным или термола-
бильным. Более того, в ряде случаев, у авторов су-
ществуют определенные разногласия при экс-
приментальном определении этих параметров
для аналогичных ферментов [27]. Поэтому опре-
деление свойств белков-аналогов, желательно

проводить в условиях не только одной лаборато-
рии, но и с использованием одинаковых реаген-
тов и аппаратурного оформления.

К настоящему времени NP из различных орга-
низмов (в том числе и термофильных) выделены
и достаточно хорошо охарактеризованы. Учиты-
вая, что эти белки хорошо кристаллизуются, для
многих из них изучена пространственная органи-
зация. Наличие такого большого объема информа-
ции о свойствах и структурах этого класса фермен-
тов, казалось бы, может способствовать эффектив-
ному решению вопроса об основных принципах
формирования термостабильных белков и, в част-
ности, NP. Однако попытки целенаправленно ис-
следовать функциональную роль как фрагментов
первичной структуры, так и отдельных а. о. в при-
дании NP термостабильных свойств, не приводи-
ли к успеху при объяснении проявления термото-
лерантности этих ферментов. Среди этих публи-
каций можно выделить только несколько работ
[28, 29].

В литературе на основе анализа множества бел-
ков-аналогов из термофильных и мезофильных ор-
ганизмов обнаружено, что они имели аналогичную
третичную упаковку. Было показано, что эти белки
не организуют в своем составе вторичных или тре-
тичных структур, которые можно было бы рас-
сматривать как определяющие в формировании
термостабильных белковых молекул. Высказы-
валось предположение, что именно электроста-
тические взаимодействия заряженных а. о., на-
ряду с водородными связями, являются основ-
ным регулятором термотолерантности белков.
Кроме того, отмечается, что термостабильные бел-
ки как правило не содержат в своей структуре гид-
рофобных а. о. [26].

Одним из направлений исследования термо-
стабильности белков стало предсказание этого
параметра с применением биоинформатических
подходов [30–34]. Следует признать, что, несмот-
ря на предпринятые усилия, программное обес-
печение еще далеко от совершенства и не дает
четкой возможности предсказать термостабиль-
ность белков в целом, а также прогнозировать
этот параметр при планировании точечных изме-
нений в первичной структуре полипептидов.
Причиной этого может являться многофактор-
ность изменений свойств белков и невыясненная
до конца природа фолдинга, как самих белков,
так и их мутантных форм. Наиболее полно состо-
яние этой проблемы отражено в работах [30, 35],
где авторы высказывают пессимистичное мнение
что, “несмотря на общий характер супермедленно-
го разворачивания белков, эволюция может ис-
пользовать (и использует) все, что направлено на
стабилизацию белковой молекулы, и поэтому мы
никогда не найдем всеобъемлющее химическое,
биофизическое и энергетическое объяснение ги-
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пертермостабильности белка”. С этими выводами
практически согласны и авторы обзора [20], в кото-
ром рассмотрены предполагаемые принципы фор-
мирования термостабильных белков у архей и эу-
бактерий.

Настоящее исследование, направленное на
изучение термостабильности одного класса бел-
ков – NP, несущих искусственно введенные то-
чечные и протяженные (гибридные белки) замены
в первичной структуре ферментов, может дать до-
полнительную информацию к дальнейшему по-
строению биоинформационных технологий при
решении фундаментальной проблемы – выясне-
нию принципов формирования устойчивых к тер-
мической денатурации белков.

Ранее на основе клеток E. coli нами была скон-
струирована серия штаммов-продуцентов реком-
бинантных NP и их мутантных форм из различных
мезофильных и экстремофильного микроорганиз-
мов (E. coli, K. aerogenes, S. typhimurim, S. oneidensis
MR-1, H. chromatireducens AGD 8-3), что позволило
создать “библиотеку” этих белков (табл. 2).

В данной библиотеке в качестве своеобразного
контроля отсутствовала NP из термофильного
микроорганизма. На первом этапе нами были
предприняты эксперименты по конструирова-
нию штамма-продуцента такой рекомбинантной
NP из термофильного микроорганизма. В каче-

стве источника гена термостабильной TPP был
выбран штамм Geobacillus stearothermophilus (Gen-
eBank CP016552.1). Амплификацию гена ТРР из
этого микроорганизма проводили с использова-
нием праймеров CPYRgs и NPYRgs (табл. 1) ана-
логично описанному в работе [11]. После прове-
дения амплификации целевой фрагмент ДНК
(1336 п. о.) был выделен и клонирован по сайтам
BamH1 и HindIII в составе экспрессионного век-
тора pUU18 под контроль промотор-оператор-
ной области гена UDP из E. coli. Соответствие
нуклеотидной последовательности клонирован-
ного фрагмента запланированной подтверждали
секвенированием. Сконструированный реком-
бинантный экспрессионный вектор (рис. 1) был
обозначен как pTPP(Gb). Экспрессионной плаз-
мидой рTPP(Gb) трансформировали клетки
штамма E.coli С600Δudp и анализировали уровень
накопления целевого рекомбинантного белка. По-
лученные результаты (рис. 2) свидетельствовали о
том, что TPP из G. stearothermophilus накапливался в
растворимой фракции клеток штамма-продуцента.
Следовательно, промотор-операторная область ге-
на udp из E. coli способна осуществлять высокоэф-
фективную транскрипцию гибридного гена TPP
(deoA) из данного термофильного микроорганизма
в условиях гетерологичной экспрессии. Рекомби-
нантный белок был выделен и показано, что он
осуществлял обратимый фосфоролиз дезоксити-

Таблица 2. Исследование термостабильности NP и их мутантных форм*

* wt – рекомбинантный белок из штамма дикого типа. Искусственно внесенные замены в первичную структуру белков ука-
заны в скобках в однобуквенном обозначении а. о.

Белок
Тm, °C Время полуинактивации 

фермента, мин (°C) Источник
предск. экспер.

UDP

E. coli wt 55–65 55 ± 3 340 ± 4 (50) [10]

E. coli (D27G) >65 40 ± 2 Потеря активности
15 ± 5%, 1440, (40)

[15]

S. oneidensis MR-1 wt 55–65 60 ± 4 240 ± 3 (50) [11]

K. aerogenes wt 55–65 70 ± 2 125 ± 2 (50) [12]

S. typhimurium wt >65 70 ± 3 1400 ± 3 (60) [12]

ES1 (гибрид E. coli –S. typhimurium) 55–65 60 ± 2 800 ± 4 (50) [15]

S. oneidensis (T91S) 55–65 60 ± 1 Потеря активности – 10 ± 5%
за 480 мин (50)

[36]

TPP

E. coli wt 55–65 53 ± 2 12 ± 3 [9]

G. stearothermophilus wt >65 80 ± 3 Потеря активности 10 ± 4%
за 1420 мин (60)

Данная работа

Hyb111(гибрид TPP E. coli –G. stearo-
thermophilus)

55–65 60 ± 3 53 ± 2 (50) Данная работа

H. chromatireducens wt >65 60 ± 1 40 ± 3 (50) [13]
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мидина, то есть обладал целевой ферментативной
активностью.

Все рекомбинантные NP (табл. 2), исследо-
ванные в данной работе, были очищены ионооб-
менной хроматографией и проявляли специфи-
ческую активность. Первичная структура белков
была определена как сиквенсом соответствую-
щих генов, так и MALDI-TOF/TOF-масс-спек-
трометрическим анализом их триптических гид-
ролизатов. Методом аналитической гель-филь-
трации была также подтверждена четвертичная
структура выделенных нативных ферментов, их
мутантных и гибридных форм: гексамерная для
UDP и димерная для TPP.

Для корректного исследования устойчивости
данных белков к тепловой денатурации необхо-
димо было, прежде всего, определить условия про-
ведения данных экспериментов. При этом цель
достигнуть полной денатурации белков не стави-
лась, а в качестве показателя нарушения структуры
изучаемых белков был выбран основной показа-
тель – изменение или потеря ферментативной ак-
тивности NP, имеющий не только теоретический,
но и практический смысл [6, 37]. На начальном
этапе исследования термальной стабильности изу-
чаемых белков было важно определить влияние на
фермент стабилизирующих факторов, в частно-
сти субстратов. Следует отметить, что степень
этого влияния может зависеть не только от вида
субстрата, но и структуры изучаемого белка, то
есть, данный фактор не относится к числу пред-
сказуемых и мог вносить существенный вклад в
трактовку получаемых данных. В связи с этим бы-
ли проведены предварительные эксперименты по
выявлению стабилизирующего действия субстра-
тов. Исследование проводили с использованием
рекомбинантной TPP из E. coli. Эксперименты
проводили в реакционной смеси, следующего со-
става: 5 мM тимидин и 10 мM фосфат-ион, 50°С.
Полученные результаты (рис. 3а) показали, что Pi в
концентрации 10 мM, действительно, оказывал су-
щественное стабилизирующее действие на реком-
бинантный фермент. Для подтверждения этого
факта было проведено исследование влияния кон-
центрации (дозозависимость) Pi на термальную
стабильность ТРР (рис. 3б). Выявленный эффект
стабилизации NP субстратами, определил тактику
постановки исследования термостабильности изу-
чаемых ферментов (см. раздел Методика).

Важно также отметить, что в данной работе
были выявлены оптимальные температуры про-
явления ферментативной активности (Топт) для
каждого из исследуемых белков (табл. 2). Этот па-
раметр был важен для определения температуры
инкубации раствора белков при исследовании
термотолерантности NP (значение температуры
понижали на 5–10°С от значения Топт). При
определении значения Топт для анализа предска-

зательного потенциала программы Tm Predictor
(www.tm.life.nthu.edu.tw) был проведен теорети-
ческий расчет температур плавления исследуе-
мых белков. Результаты сравнения эксперимен-
тальных и предсказанных Tм в целом показали
хорошее совпадение (табл. 2) этих величин не
только для нативных белков, но и их мутантных
форм, хотя программа Tм Predictor и дает доволь-

Рис. 1. Общая схема экспрессионных векторов, полу-
ченных в работе. Структурные части генов (TPP(Gb)
или Hyb111) находятся под контролем промотор-опе-
раторной части (Pudp) гена UDP из E. coli.

pTPP(Gb)

TPP(Gb)

pHyb111

Pudp
BamHI

BamHI

BamHI

Plac
SacI

Ori

ApR

HindIII

SalGIHyb111

Структураная
часть гена

Рис. 2 Электрофоретический анализ рекомбинант-
ных белков в клетках E. coli C600Δudp в 12.5%-ном
ПААГ с ДСН-Na. М – маркеры молекулярной массы
белков; 1, 2, 4 – белки растворимых фракций штам-
ма-реципиента и штаммов-продуцентов, получен-
ные после разрушения ультразвуком клеток E. сoli;
3, 5, 6 – очищенные рекомбинантные ферменты: TPP
из G. stearothermophilus, гибридный белок Hyb111 и
TPP из E. coli соответственно.
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но широкое значение этого параметра по сравне-
нию с экспериментально выявленными. В случае
же мутантного белка UDP (Asp27Gly) из E. coli,
предсказанная величина Tм значимо отличалась
от экспериментальной Топт.

Обращает на себя внимание характер графиков
при определении Топт для исследуемых ферментов.
На рис. 4 приведено типичное изменение фермен-
тативной активности под воздействием температу-
ры при экспериментальном анализе Tопт для термо-
стабильной ТРР из G. stearothermophilus и ее аналога
из мезофильного микроорганизма (E. coli).

Из рис. 4 видно, что после достижении Tопт фер-
ментативная активность термолабильной TPP из
H. chromatireducens резко снижалась, в то время как
аналогичный показатель у TPP из G. stearothermoph-
ilus снижался более плавно. Вероятно, характер
кривой может быть объяснен тем, что изучаемые
белки формируют активную форму в мультимер-
ном комплексе, поэтому даже частичная диссо-
циация на субъединицы под воздействием темпе-
ратуры может приводить к относительно резкому

снижению ферментативной активности. Кроме
того, денатурация, вероятно, носит кооператив-
ный характер, что и приводит к резкому падению
ферментативной активности у ТРР из H. chromat-
ireducens.

Из полученных нами экспериментальных ре-
зультатов (табл. 2) можно сделать предваритель-
ный вывод о том, что само значение температур-
ного оптимума не указывало на термостабиль-
ность белковой молекулы у NP в целом, но
характер изменения активности при температур-
ном воздействии может служить, по крайней ме-
ре, предварительной оценкой термостабильности
для этого класса ферментов. Во многом этот факт
отмечен и в работе [38]. Исследование термоста-
бильности TPP из G. stearothermophilus (рис. 5),
действительно показало, что этот показатель зна-
чительно превышал таковой для аналогичного
белка из экстремофильного галофильного мик-
роорганизма H. chromatireducens.

В литературе описано исследование, направ-
ленное на получение термостабильной формы
UDP из E. coli методом насыщающего итеративно-
го мутагенеза [28]. Было получено две мутантных
формы этого белка UPL7 (Met38Val, Lys40Asp,
Lys235Arg, Gln236Ala) и UPL8(Lys235Arg, Gln236A-
la), проявлявших повышенную, по сравнению с ис-
ходным ферментом, термостабильность. Авторы
статьи объяснили влияние замен в мутанте UPL8
тем, что эти а.о. входят в состав спирального участ-
ка, сближенного с N-концом белка и сделали
предположение, что указанные мутации стабили-
зируют весь этот район белковой молекулы, тем
самым, осуществляя термостабилизацию фермен-
та в целом. Таким образом, вторичная и третичная
структуры этого домена (взаимодействие N- и
C-концевых а. о. в структуре NP) во многом могут
определять как активность самого фермента, так
и, предположительно, его термостабильность.

Рис. 3. Влияние субстратов на термостабильность ТРР из E. coli: а – 1 – без субстрата, 2 – 5 мМ тимидин, 3 –10 мМ
фосфат; б: 1 – без субстрата, 2 – 10 мМ фосфат, 3 – 20 мМ фосфат, 4 – 40 мМ фосфат. Фермент инкубировали при
температуре 50°С.

0 5 10 15 20 25 30
0

20

40

60

80

100
% %

(а)

1 2

3

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
0

20

40

60

80

100

(б)

1
2

3
4

минмин

Рис. 4. Влияние температуры на активность ТТР из
G. stearothermophilus (1) и H. chromatireducens (2).
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Анализ роли N-концевых а. о. в функциониро-
вании UDP, проведенный нами ранее с использо-
ванием сайт-направленного мутагенеза показал,
что этот участок важен для формирования актив-
ной молекулы белка. Были исследованы также
ферментативные свойства нативных, мутантных
и гибридных (несущих протяженные замены в со-
ставе первичной структуры) NP [9–13, 15, 36].
В частности, было показано [15], что замещение
N-концевого фрагмента (1–43 а. о.) в UDP из
E. coli на аналогичный участок UDP из S. typh-
imurium приводило к увеличению ферментатив-
ной активности исходного белка. В работе [39] на
основе рентгеноструктурного анализа обнаруже-
но, что в гексамере UDP из E.coli присутствуют

ионы калия, которые попарно координируют
именно N-концевые а. о. (I69, E49 и S73) в сосед-
них субъединицах этого фермента. Аналогичная
координация а.о. ионами калия была выявлена и
у ТРР [40]. Важность именно этой координации в
проявлении ферментативной активности белка
нами была подтверждена при исследовании
свойств мутантной (C212S) формы фермента из
S. oneidensis MR-1 [41]: ферментативная актив-
ность мутантной формы белка была в 5.5 раз вы-
ше при использовании К-фосфатного буфера по
сравнению с Na-фосфатным. Аналогичные ре-
зультаты повышения ферментативной активности
были отмечены нами при исследовании других му-
тантных форм UDP из S. oneidensis MR-1 [36].

Вышеприведенные факты указывали на важ-
ность именно этого участка первичной структуры
белка и предопределили проведение исследова-
ния, направленного на выяснение роли N-конце-
вых а. о. в проявлении термоустойчивости NP.
С этой целью нами был сконструирован ген ги-
бридного белка (Hyb111), в котором фрагмент из
62 а. о. первичной структуры ТРР из E. coli замене-
ны на соответствующий фрагмент ТРР из G. stearo-
thermophilus.

Конструирование гена гибридного белка про-
водили как описано в [15] с использованием
праймеров 11N и 11C (табл. 1). Общая структура
экспрессионного вектора приведена на рис. 1, а
схематическое представление структуры гибрид-
ного белка дана на рис. 6. Уровень накопления
рекомбинантного белка Hyb111 при гетерологич-
ной экспрессии его гена в клетках E. coli и гомоген-
ность выделенного фермента показаны на рис. 2.

Рис. 5. Термостабильность ТРР из G. stearothermophi-
lus (1 ) при 60°С и из H. chromatireducens (2) при 50°С.
Нижняя временная шкала для фермента 2, верхняя –
для фермента 1.
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Исследование термостабильности гибридного
белка Hyb111 показало (рис. 7, табл. 2), что вве-
денная в N-концевую часть первичной структуры
ТРР из E. coli протяженная замена (1–62 а. о.) на
фрагмент аналогичного белка из G. stearothermo-

philus, действительно, повышала толерантность
NP к температурному воздействию. Более того,
исследование гибридного белка ES1 (гибрид E. co-
li–S. typhimurium) [15], также показало существен-
ное увеличение термостабильности гибридного
белка (табл. 2). В работе [36] было доказано, что
именно эффективность связывания Pi является
решающим и, во многом, лимитирующим факто-
ром в проявлении активности у NP.

В литературе также описано [28] успешное
применение искусственного эволюционного му-
тагенеза UDP из E. coli для получения ее термо-
стабильной формы.

Анализ особенностей пространственной струк-
туры UDP из E. coli и ее мутантных форм, а также
результатов для других NP, в табл. 2, позволил
предположить, что именно архитектура фосфат-
связывающего сайта у NP может во многом опреде-
лять термостабильность этого класса ферментов.
Действительно, полученная в работе [28] термоста-
бильная форма UDP из E. coli (рис.8), несет заме-
ны (Lys235Arg, Gln236Ala), которые расположены
на N-конце альфа-спирального участка (Met234 –
Leu253) и пространственно сближены с участ-
ком связывания Pi (рис. 8). Именно в этом же
районе белковой молекулы находится и прове-
денная нами замена Asp27Gly. Следует отметить,

Рис. 7. Термостабильность ТРР ( в % от исходной ак-
тивности) из E. coli (1) при 50°С, G. stearothermophilus (2)
при 60°С и гибридная молекула Hyb111 (3) при 50°С.
Нижняя временная шкала для ферментов 1 и 3, верх-
няя – для фермента 2.
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Рис. 8. Элемент третичной структуры мономера UDP из E. coli (PDB ID 1RXS) и расположение а. о., подвергавшихся
мутагенезу в работах [15, 28]. Построение проводили с использованием программы PyMol (www.pymol.org). Pi – ион
неорганического фосфата, K+ – ион калия. Петля: Pro229 – Met234, aльфа-спираль: Met234 – Leu253.
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что а. о. Asp27 находится в окружении Pro25 и
Pro28, которые могут создавать жесткие конфор-
мационные ограничения для пространственной
ориентации боковой цепи этого остатка. Важная
роль остатка Asp27, как и всей архитектуры имен-
но этого фрагмента в связывании Pi, подтвержда-
ется и резким повышением Kм для фосфат-иона у
данной мутантной формы белка [15]. Аналогич-
ные данные по уменьшению значения Kм для Pi
отмечались нами ранее и для других мутантных
форм UDP при изучении особенностей функцио-
нирования фосфат-связывающей области у этого
фермента из различных микроорганизмов [36].
Совокупность данных, приведенных в табл. 2 и
результаты работы [36] позволяют предположить,
что уменьшение сродства мутантных белков к Pi
сопровождалось повышением термостабильно-
сти NP. Одной из структурных особенностей
формирования фосфат-связывающего сайта у NP
являются малоструктурированные участки пер-
вичной структуры этих белков. Эти участки харак-
терны для всех NP, например, у UDP из S. oneiden-
sis MR1 один из таких фрагментов представлен
226–236 а. о. [41] и принимает участие в форми-
ровании “открытой” и “закрытой” конформаций
белка. Термодинамическая подвижность такой
петлевой структуры может во многом нарушать
элемент третичной структуры белковой молекулы
и, как следствие, приводить к потере эффективно-
сти связывания белком Pi, потере ферментатив-
ной активности белка и, в конечном итоге, инак-
тивации фермента. Анализ фрагмента третичной
структуры UDP из E. coli показал, что максималь-
но термостабильная форма этого белка, получен-
ная в работе [28], несет мутации Lys235Arg,
Gln236Ala (рис. 8), которые находятся в непо-
средственной близости к малоструктурированно-
му участку Met234 – Pro229. Этот факт позволил
предположить, что внесенные замены могут при-
водить к существенному уменьшению подвижно-
сти указанной петли и стабилизировать как ее,
так всю молекулу UDP.

К настоящему времени для мутантной (UDP,
E. coli, Asp27Gly) и гибридной (ES1, E. coli–S. ty-
phimurium) NP, получены кристаллические фор-
мы и проводится рентегноструктурный анализ их
вторичной, третичной и четвертичной структур.

Таким образом, на основании исследования
сформированной библиотеки природных и му-
тантных форм NP получены новые данные о ме-
ханизме стабилизации белка у этого класса фер-
ментов при температурном воздействии. Сделано
предположение об определяющей роли архитек-
туры фосфат-связывающей области этих белков в
приобретении ими термостабильности. Опреде-
лена роль как отдельных аминокислотных остат-
ков, так и фрагментов полипептидной цепи NP в
придании этим ферментам термотолерантности.

Важную роль в термальной дестабилизации NP
могут играть также малоструктурированные пет-
левые участки вторичной и третичной структуры,
роль которых предполагается выяснить в после-
дующем исследовании.

При проведении исследований использовали
оборудование Центра коллективного пользова-
ния “Промышленные биотехнологии” Федераль-
ного исследовательского центра “Фундаменталь-
ные основы биотехнологии” Российской акаде-
мии наук.

Исследование выполнено при частичной под-
держке РФФИ (Грант № 18-04-00784А).
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Study of the Nature of Thermal Stability
of Nucleoside Phosphorylases from Prokaryotes

N. N. Mordkovicha, A. N. Antipova, N. A. Okorokovaa, T. N. Safonovaa,
K. M. Polyakovb, and V. P. Veikoa, *

aFederal Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
bEngelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow 119991 Russia
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Based on Escherichia coli cells, a library of producer strains of recombinant nucleoside phosphorylases (NP),
their mutant and hybrid forms from various mesophilic and extremophilic microorganisms were constructed.
It was shown that substrates stabilize the NP installation upon thermal exposure to these proteins. In this case,
it is the inorganic phosphate ion that is decisive in this process. Using bioinformatic analysis methods, it
is suggested that the N-terminal structure of proteins is largely determined by the thermal stability of NP.
A thymidine phosphorylase from E. coli hybrid protein was constructed, in which the N-terminal fragment
(1-62 amino acid residues) was replaced with the corresponding TPP fragment from thermophilic bacteria
Geobacillus stearothermophilus, and it was shown that the thermal stability of the obtained hybrid form of
TPP was increased. In the primary structure of uridine phosphorylase (UDP) from E. coli, a highly con-
served sequence of 25-Pro-Gly-Asp-Pro-30 (the number of amino acid residues by UDP from E. coli) for
these enzymes from mesophilic microorganisms was revealed. Constructed mutant form UDP (Asp27Gly)
from E. coli, which also showed increased thermal stability compared to the original form. The highest
assumption is that it is architecture of the phosphate-binding site, and the features of its functioning are
crucial for the development of enzyme stability.

Keywords: nucleoside phosphorylase, site-directed mutagenesis, thermal stability
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CRISPR/Cas13a-нуклеаза рассматривается сегодня как основа для создания нового поколения био-
сенсоров для ультрачувствительной, в том числе полевой детекции бактериальных и вирусных патоге-
нов. Получена рекомбинантная Cas13a-нуклеаза с функциональной активностью в результате гетеро-
логической экспрессии в E. coli с помощью простой одностадийной очистки металл-хелатной хрома-
тографией с использованием N-концевой полигистидиновой метки. Упрощение процедуры очистки
Cas13a-нуклеазы расширяет возможности разработки и практического использования диагностиче-
ских биосенсорных систем на её основе. Масс-спектрометрическая идентификация показала, что не-
охарактеризованный ранее белок U2PWF1 Leptotrichia wadei является Cas13a-нуклеазой.

Ключевые слова: CRISPR-Cas, рибонуклеаза Cas13a, очистка, металл-хелатная хроматография, кол-
латеральная активность
DOI: 10.31857/S0555109920060070

CRISPR-нуклеазы являются неотъемлемой ча-
стью молекулярных систем CRISPR-Cas (CRISPR,
clustered regularly interspaced short palindromic re-
peats; Cas, CRISPR associated protein), ответствен-
ных за иммунитет бактерий и архей к чужеродным
генетическим элементам, таким как бактериофаги
и плазмиды [1, 2]. Способность систем CRISPR-
Cas селективно узнавать последовательности ДНК
и расщеплять их в определенных местах легла в ос-
нову наиболее широко распространенной на се-
годня технологии направленного редактирова-
ния геномов, в первую очередь с использованием
нуклеазы Cas9 и ее генетически модифицирован-
ных вариантов (технология CRISPR-Cas9 [3]).
Селективность узнавания определяется форми-
рованием комплекса Cas-нуклеазы с направляю-
щей РНК (нРНК – guide RNA – gRNA), которая
содержит участок (спейсер), комплементарный
участку таргетной ДНК (протоспейсер), и уча-
сток, ответственный за связывание с Cas-нукле-
азой (повтор). При формировании гетеродуплек-
са “спейсер-протоспейсер” находящаяся в ком-

плексе с нРНК Cas-нуклеаза расщепляет ДНК-
мишень при наличии в непосредственной близо-
сти к протоспейсеру определённого нуклеотид-
ного мотива (PAM, protospacer adjacent motif) [3].

CRISPR-нуклеаза Cas13a принадлежит к VI ти-
пу CRISPR-Cas систем и обладает рядом особен-
ностей, отличающих ее от большей части CRIS-
PR-нуклеаз, включая Cas9. Cas13a является рибо-
нуклеазой с функцией селективного узнавания
таргетной молекулы РНК (через формирование
комплементарного дуплекса спейсера нРНК с со-
ответствующим участком РНК-мишени) с после-
дующим еe расщеплением, которое не зависит от
наличия PAM [4, 5]. После активации и расщеп-
ления РНК-мишени нуклеаза теряет специфич-
ность (активность только в отношении РНК-ми-
шени) и приобретает так называемую ‘коллате-
ральную активность’, начиная расщеплять любые
молекулы РНК. При этом коллатеральная актив-
ность Cas13a проявляется в условиях in vitro и при
гетерологичной коэкспрессии Cas13a и нРНК в
бактериальных клетках, но отсутствует при их

УДК: 57.088.3
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экспрессии в эукариотических клетках [6, 7].
Следует отметить, что последнее создаёт основу
для развития технологии направленного редакти-
рования транскриптома.

Локусы, кодирующие нуклеазу Cas13a (ранее
известную как C2c2), были впервые идентифици-
рованы в геномах пяти бактериальных таксонов:
α-протеобактерии, Bacilli, Clostridia, Fusobacteria и
Bacteroidetes [8]. В настоящее время в экспери-
ментальных исследованиях наиболее интенсивно
используются Cas13a-нуклеазы, кодируемые ге-
номами бактерий рода Leptotrichia [4, 6, 9–11].
Экспериментальное тестирование 15 ортологов
Сas13a показало, что LwaCas13a – Cas13а-нукле-
аза, обнаруженная у вида Leptotrichia wadei – наи-
более эффективно подавляет рост клеток E. coli
при гетерологичной коэкспрессии Сas13a и нРНК
[6]. Нуклеотидная последовательность гена нук-
леазы LwaCas13a включает ~3.5 тыс. пар основа-
ний и кодирует полипептид длиной 1162 амино-
кислотных остатка (а. о.), молекулярный вес
белка ~138 кДa. Коллатеральная активность
LwaCas13 была положена в основу недавно
предложенного метода ультрачувствительной
детекции бактерий и вирусов, получившего на-
звание SHERLOCK (Specific High Sensitivity En-
zymatic Reporter unLOCKing) [11–13]. В методе
SHERLOCK на первом этапе проводится изотер-
мическая амплификация целевого фрагмента
нуклеиновой кислоты, а затем – детекция про-
дуктов амплификации с применением LwaCas13a
в комплексе с нРНК. Коллатеральная активность
LwaCas13a приводит к деградации добавленных в
реакционную смесь коротких молекул РНК, ме-
ченных флуорофором и тушителем (РНК-суб-
страт или РНК-репортеры), с последующей реги-
страцией флуоресцентного сигнала [11–13]. Все
реакции не требуют специализированного обору-
дования, а детекция может проводиться в форма-
те тест-полосок (при замене флуорофора на био-
тиновую метку), что открывает перспективы для
полевой диагностики бактериальных и вирусных
патогенов [14]. Cas13a и аналогичные ей CRISPR-
нуклеазы, чья коллатеральная активность прояв-
ляется при селективном узнавании заданных по-
следовательностей в таргетных ДНК и РНК, рас-
сматриваются сегодня как основа для создания
нового поколения биосенсоров c чувствительно-
стью детекции на уровне единичных ДНК/РНК
молекул [15].

В настоящее время рибонуклеазы Cas13a с высо-
кой удельной коллатеральной активностью полу-
чают путeм гетерологической экcпрессии в E. coli с
последующей трёхстадийной очисткой, включа-
ющей последовательно аффинную хроматогра-
фию (Strep-tag, 1), ионообменную хроматогра-
фию (2) и эксклюзионную ВЭЖХ (гель-филь-
трацию, 3) [11–13].

Цель работы – показать возможность получе-
ния рекомбинантного белка Cas13a c высокой
удельной коллатеральной РНКазной активно-
стью в результате гетерологической экспрессии в
E. coli с помощью одностадийной очистки мето-
дом металл-хелатной хроматографии с использо-
ванием N-концевой полигистидиновой метки
(6хHis-tag) и гравитационных хроматографиче-
ских колонок.

МЕТОДИКА

Для бактериальной экспрессии белка Cas13a
использовали плазмидный вектор pET His6-
TwinStrep-SUMO-LwaCas13a, предоставленный
компанией “Novoprolabs” (КНР; Кат. №V10159).
Согласно спецификации поставщика, вектор
идентичен плазмиде pC013 His6-TwinStrep-SU-
MO-LwCas13a, депонированной в репозиторий
ADDGENE (www.addgene.org/90097), которая
была сконструирована для гетерологичной экс-
прессии рекомбинантного белка LwaCas13a [11].
Конструкция данного вектора предполагает ин-
дуцированную экспрессию с Т7-промотора, при
этом в последовательность целевого белка с
N-конца включены последовательно 6xHis-tag/
(Twin)Strep-tag/SUMO. Это позволило прово-
дить очистку рекомбинантного белка с помо-
щью либо металл-хелатной хроматографии, либо
аффинной хроматографии на сефарозе с иммоби-
лизованным Strep-Tactin.

Экспрессионный вектор pET His6-TwinStrep-
SUMO-LwaCas13a был трансформирован в
штамм Rosetta™ 2(DE3)pLysS Singles™ Competent
Cells (“Merck”, Германия). Ночную культуру (2 мл)
E. сoli, выращенную на среде LB (“ДиаМ”, Рос-
сия) с добавлением ампициллина (100 мкг/мл) и
хлорамфеникола (34 мкг/мл), вносили в 300 мл
среды Terrific Broth следующего состава (г/л):
триптон – 12, пептон – 2, дрожжевой экстракт –
24 (“Becton Dickinson”, Франция), глицерин – 5,
K2HPO4 – 12.5, KH2PO4 – 2.3 и после добавле-
ния ампициллина до конечной концентрации
100 мкг/мл клетки культивировали при 37°С.
Рост клеток контролировали измерением оптиче-
ской плотности при 600 нм (D600). При достиже-
нии значения D600 – 0.6 в культуру добавляли ин-
дуктор экспрессии изопропил-β-D-1-тиогалак-
топиранозид (ИПТГ) до конечной концентрации
50 мкМ. Экспрессию целевого белка проводили в
течение 16 ч при 18°С (если не указано иначе).
Клетки осаждали центрифугированием (4000 g,
15 мин, 4°С), промывали фосфатно-солевым бу-
фером (“Sigma-Aldrich”, США) и использовали
для получения целевого белка.

Все операции по получению целевого белка
проводились при 4°С. Осадок, полученный после
осаждения клеток из 300 мл экспрессионной сре-
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ды, ресуспендировали в буфере LEW (50 мМ
NaH2PO4, 300 мМ NaCl, pH 8.0) из набора к ко-
лонкам Protino Ni-TED 1000. Дополнительно в бу-
фер вносился лизоцим (“Sigma-Aldrich”, США) до
конечной концентрации 1 мг/мл, фенилметанс-
ульфонил фторид (“Sigma-Aldrich”, США) до 1 мМ
и ДНКаза (DNase I, “Roche”, Швейцария) до
1 мг/мл. После инкубации на льду в течение
30 мин клетки разрушали механическим спосо-
бом на френч-прессе FA-078AE (“Thermo Electron
Corporation”, США). Полученный гомогенат освет-
ляли центрифугированием при 20 000 g, 40 мин,
4°С – и делили на две равные части. Каждую
часть наносили на колонку Ni-TED. Очистку ре-
комбинантного белка проводили на колонках
Protino Ni-TED 1000 (“Macherey-Nagel”, Герма-
ния) в соответствии с протоколом производите-
ля. После промывания колонок, связавшийся бе-
лок элюировали буфером, содержащим 250 мМ
имидазола, последовательно собирая фракции
объемом 0.5 мл. Фракции анализировали методом
электрофореза по Лэммли в 9%-ном ПААГ с
окраской красителем Кумасси G-250 (“Bio-Rad”,
США). Относительное количество целевого белка
оценивали, сопоставляя площади пиков, соответ-
ствующих белковым полосам на геле, после их ден-
ситометрии на гель-сканере ImageScanner III (“GE
Healthcare”, США). Очищенный аффинной хро-
матографией целевой белок переводили в буфер
для хранения (600 мМ NaCl, 50 мМ трис-HCl,
pH 7.5, 5%-ный глицерин, 2 мМ ДTT) с помощью
диализа. Диализ проводили с использованием
мембран SnakeSkin Dialysis Tubing 7000 MWCO
(“Thermo Fisher Scientific”, США). Концентра-
цию целевого белка измеряли методом Брэдфор-
да, используя растворы БСА в качестве стандар-
тов. Аликвоты раствора целевого белка хранили
на –80°С.

Для масс-спектрометрической идентифика-
ции целевого белка представляющие интерес бел-
ковые полосы после электрофореза в ПААГ выре-
зали из полиакриламидного геля и подвергали
трипсинолизу в геле в соответствии с протоко-
лом, описанным в работе [16]. Полученную смесь
пептидов анализировали на времяпролетном
MALDI-TOF/TOF масс-спектрометре Bruker Ul-
traflex II (“Bruker Daltonics”, Германия) и мето-
дом тандемной хромато-масс-спектрометрии
(LC-ESI-MS/MS) на масс-спектрометре Orbitrap
Q-Exactive (“Thermo Fisher Scientific”, США), со-
единенным с хроматографической системой Agi-
lent HPLC 1100 Series (“Agilent Technologies”,
США). В последнем случае использовали анали-
тическую колонку Zorbax 300SB-C18 (“Agilent
Technologies”, США) с обращенной фазой.

Спектры пептидов, полученные методом
MALDI-TOF масс-спектрометрии, сравнивали с
теоретически ожидаемыми спектрами из базы
данных NCBI при помощи веб-платформы Mas-

cot Peptide Mass Fingerprint (“Matrix Science”, Ве-
ликобритания), используя следующие параметры:
точность измерения моноизотопных масс пепти-
дов не хуже 50 м.д., пропионамидирование цистеи-
на считали фиксированной модификацией, окис-
ление метионина – вариабельной, допускали один
пропуск сайта трипсинолиза. В случае LC-ESI-MS/
MS, масс-спектры обрабатывали с помощью про-
граммных продуктов SearchGUI (v. 3.3.16) [17] и
PeptideShaker (v. 1.16.42) [18]. Поиск проводили
тремя поисковыми алгоритмами (X! Tandem,
MS-GF+ и OMSSA) [19–21] в кастомизирован-
ных библиотеках белковых последовательностей,
включающих последовательности белков E. coli
K12 (Swiss-Prot, release 09-2019, 4533 белковые по-
следовательности) и лабораторных белков-кон-
таминантов cRAP (Swiss-Prot, release 01-2012,
115 последовательностей), а также последова-
тельности белков Leptotrichia wadei (штамм F0279;
UniProt Proteome ID UP000016626, 2277 белков) и
Leptotrichia buccalis (UniProt Proteome ID
UP000001910; 2218 белков). При обработке резуль-
татов хромато-масс-спектрометрического анализа
устанавливали следующие параметры поиска: по-
грешность определения массы пептидного иона –
10 ppm, фрагментного иона – 0.05 Да, один про-
пуск сайта трипсинолиза, фиксированная моди-
фикация – карбамидометилирование цистеина,
вариабельная – окисление метионина. Белок
считали идентифицированным, если удавалось
детектировать не менее двух протеотипических
пептидов, на каждый из которых приходилось не
меньше 2 совпадений теоретического спектра со
спектром экспериментальным (peptide-spectra
match, PSM). Отсечение по ложноположительным
идентификациям как для пептидов, так и для бел-
ков было установлено на уровне 1%.

Для синтеза нРНК использовали ДНК-матри-
цу D8R, содержащую на 3’-конце участок, ком-
плементарный последовательности промотора
ДНК-зависимой РНК-полимеразы фага Т7, и
олигонуклеотид T7F с последовательностью Т7-
промотора (табл. 1). ДНК-олигонуклеотиды были
синтезированы компанией “Синтол” (Россия).
Эквимолярную смесь олигонуклеотидов D8R и
T7F отжигали для формирования дуплекса (2 мин
при 96°С с охлаждением до 25°С со скоростью
2°С/c) и использовали для синтеза in vitro нРНК с
помощью набора TranscriptAid T7 High Yield Tran-
scription Kit (“Thermo Fisher Scientific”, США),
согласно инструкции производителя. Очистку
нРНК от примесей проводили смесью фе-
нол/хлороформ/изоамиловый спирт 25 : 24 : 1
(“Acros Organics”, Бельгия) с последующим оса-
ждением этанолом. Осадок растворяли в воде,
свободной от нуклеаз, концентрацию нРНК
определяли на спектрофотометре NanoDrop 1000
(“Thermo Fisher Scientific”, США). Аликвоты рас-
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твора нРНК хранили при температуре –80°С. По-
следовательность нРНК представлена в табл. 1.

В качестве мишени для оценки эндонуклеаз-
ной активности полученного рекомбинантного
белка использовали рибосомальную РНК 16S
E. coli штамма XL1 Blue. Суммарную РНК E. coli
выделяли с помощью реагента ExtractRNA (“Ев-
роген”, Россия) согласно инструкции производи-
теля. Реакционная смесь для оценки коллате-
ральной активности включала буфер (40 мМ
Трис-HCl pH 7.3; 60 мМ NaCl; 6 мМ MgCl2),
45 нМ рекомбинантный белок, 22.5 нМ нРНК,
125 нМ субстрат из набора RNase Alert v2 (“Ther-
mo Fisher Scientific”, США), 2 мкл ингибитора
РНКаз (Murine RNase Inhibitor, “New England
Biolabs”, Великобритания), 100 нг референсной
РНК (Universal Human Reference RNA, “Agilent
Technologies”, США) в качестве фона и различное
количество суммарной РНК E. coli. Перед добав-
лением суммарной РНК E. coli, референсной
РНК и субстрата из набора RNase Alert v2, смесь
инкубировали в течение 15 мин при 37°C. После
их добавления, реакционную смесь инкубирова-
ли 1.5–2 ч при 37°C. Флуоресценция, возникаю-
щая при деградации субстрата из набора RNase
Alert v2 для оценки РНКазной активности, детек-
тировалась с помощью планшетного ридера In-
finite M200 PRO (“TECAN”, Швейцария), ис-
пользуя длины волн 490 и 520 нм для возбуждения
и эмиссии, соответственно. Значения флуорес-
ценции в указанный момент времени, F, и флуо-
ресценции в начальный момент в отсутствии це-
левого белка, F0, использовали для вычисления
относительной флуоресценции, F/F0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время для очистки рекомбинант-

ных рибонуклеаз Cas13a используется трёхста-
дийная схема, последовательно включающая аф-
финную (с помощью колонок с Strep-Tactin, им-
мобилизованным на сефарозе за счет Strep-tag
целевого белка), катион-обменную и гель-филь-
трационную хроматографию с промежуточным
этапом концентрирования продукта и заменой
буфера методом диализа для последующего хра-

нения препарата очищенного белка при –80°С
[11–13]. Следует отметить, что стадия аффинной
хроматографии в этой схеме включает длительное
инкубирование Strep-Tactin-сефарозы со связав-
шимся целевым белком с SUMO-протеазами для
его элюции с сефарозы путем энзиматического
удаления Strep-tag с N-конца полипептидной це-
пи целевого белка. Поскольку последователь-
ность целевого белка, кодируемого вектором pET
His6-TwinStrep-SUMO-LwaCas13a, также содер-
жит гистидиновую метку – 6хHis-tag, в рамках
данной работы мы исследовали возможность од-
ностадийной очистки предполагаемой рекомби-
нантной Cas13a-нуклеазы с помощью колонок
Ni-TED. Как видно из рис. 1, после пропускания
через колонки гомогената клеток E. coli, трансфи-
цированных плазмидой pET His6-TwinStrep-SU-
MO-LwaCas13a, последующая элюция связавше-
гося материала содержащим имидазол буфером
характеризуется присутствием белка с молеку-
лярной массой, согласующейся с ожидаемой
(~140 кДа), который является доминирующей
белковой компонентой элюата.

MALDI-TOF масс-спектрометрический ана-
лиз пептидов, полученных в результате трипси-
нолиза белкового материала доминантной полосы
в геле после ПААГ-электрофореза элюатов (отме-
чена стрелкой, рис. 1), позволил идентифициро-
вать белок с высокой достоверностью как неоха-
рактеризованный белок U2PWF1 L. wadei, штамм
F0279 (ожидаемая длина белка – 1152 а. о.). Было
зарегистрировано 38 пептидов, соответствующих
расчетным пептидам – продуктам гидролиза бел-
ка U2PWF1 трипсином, которые покрывали 31%
его последовательности (данные не показаны).
Значение параметра ‘Mowse score’, определяюще-
го достоверность идентификации белка в поиско-
вой программе ‘Mascot’, составляло 172 (значение
выше 96 соответствует достоверности идентифи-
кации более 95%; www.matrixscience.com). В на-
стоящее время для генома L. wadei в базе данных
NCBI присутствуют шесть геномных сборок, от-
носящихся к шести штаммам, при этом ген, коди-
рующий не охарактеризованный белок U2PWF1,
отсутствует по меньшей мере у двух штаммов –
DSM 19186 и KA00185. Следует отметить, что в гено-

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов, использованных в работе. (Последовательность, компле-
ментарная последовательности Т7-промотера, показана курсивом. Полужирным шрифтом выделена последова-
тельность спейсера)

Название Последовательность (5' → 3')

D8R TTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGGTTTTAGTCCCCTT
CGTTTTTGGGGTAGTCTAAATCCCCTATAGTGAGTCGTATTA

T7F TAATACGACTCACTATAGGG

нРНК GGGGAUUUAGACUACCCCAAAAACGAAGGGGACUAAAACC
CAGCGUUCAAUCUGAGCCAUGAUCAAA
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ме штамма F0279 L. wadei присутствует последова-
тельность, аннотированная как Cas13a-нуклеаза,
однако уровень ее сходства с последовательностью
белка U2PWF1 составляла 26.2%. При поиске в ба-
зе данных UniProt с использованием программы
BLAST наибольшая гомология найдена с Cas13a-
нуклеазой из L. buccalis (80.7%). Во всех осталь-
ных случаях, включая Cas13a-нуклеазу из Leptotri-
chia shahii, гомология не превышала 25%. Пред-
положение, что экспрессированный белок может
представлять Cas13a-нуклеазу из L. buccalis (Uni-
Prot идентификатор C7NBY4), было опроверг-
нуто хромато-масс-спектрометрическим анали-
зом, в ходе которого было надежно детектировано
44 триптических пептида, равномерно картирую-
щихся по всей аминокислотной последователь-
ности U2PWF1 (данные не представлены). Зна-
чительная часть детектированных пептидов (15 из
44) являлась протеотипическими, то есть соот-
ветствующими исключительно последовательно-
сти белка U2PWF1 и никаким прочим белкам,
включая Cas13a-нуклеазу из L. buccalis. Тем не ме-
нее, высокая гомология между белком U2PWF1 и
Cas13a-нуклеазой из L. buccalis указывала на то,
что с высокой вероятностью экспрессированный
белок (соответственно, неохарактеризованный
белок U2PWF1 L. wadei, штамм F0279) также яв-
лялся Cas13a-нуклеазой.

С целью исключения ошибки на уровне экс-
прессирующего вектора (поскольку он был полу-
чен не напрямую от ADDGENE) было проведено
полное секвенирование вставки. По результатам
данного секвенирования кодирующая белок
вставка полностью соответствовала гену Lw-
Cas13a из плазмиды pC013 [11]. В то же время сле-
дует отметить, что прямое сравнение в BLAST
данного гена LwCas13a с кодирующей неохарак-
теризованный белок U2PWF1 последовательно-
стью HMPREF9015_01858 дает лишь 70% иден-
тичности при 99% покрытии. Это обусловлено
тем, что в вектор включена оптимизированная по
кодонам последовательность для экспрессии в
клетках млекопитающих.

Выход предполагаемой рекомбинантной Cas13a-
нуклеазы при элюции с колонки был максималь-
ным в третьей фракции (рис. 1), при этом в первой
и восьмой фракциях целевой белок полностью от-
сутствовал. Существенное количество целевого
белка также присутствовало в четвертой фракции.
Материал третьей и четвертой фракций был объ-
единен и использован для тестирования функци-
ональной активности рекомбинантного белка
как Cas13a-нуклеазы. Чистота препаратов Cas13a,
полученных объединением третьей и четвертой
фракций элюата, была в пределах 80–90%.

В качестве мишени для проверки функцио-
нальной активности очищенного белка была вы-
брана рибосомальная РНК 16S штамма XL1 Blue

E. coli. Такой выбор определялся доступностью
данного штамма и простотой получения суммар-
ной РНК, в которой рибосомальная РНК 16S бы-
ла одной из доминирующих. Последовательности
возможных нРНК были подобраны с помощью
программы CRISPR-RT [22], исходя из того, что
полученный рекомбинантный белок представлял
рибонуклеазу LwaCas13a. Последующий анализ
вторичной структуры предложенных программой
CRISPR-RT последовательностей нРНК с помо-
щью программы Mfold [23] показал, что среди них
присутствовало значительное число последова-
тельностей, у которых с высокой вероятностью
могли образовываться нежелательные дуплексные
участки между последовательностями спейсера и
повтора. Такие дуплексы могли препятствовать
формированию последовательностью повтора ха-
рактерной шпилечной структуры, ответственной
за взаимодействие с Cas13a [11]. В результате прове-
денного анализа, последовательность нРНК, пред-
ставленная в табл. 1, была выбрана как наиболее
оптимальная. Последовательность спейсера дан-
ной нРНК комплементарна участку с 12 по 40 нук-
леотид молекулы 16S РНК E. coli (протоспейсер).

Оценка функциональной рибонуклеазной ак-
тивности полученного рекомбинантного белка,
проведённая с помощью набора для детекции ри-
бонуклеазной активности RNase Alert v2, показа-
ла, что в отсутствии РНК-мишени белок не про-
являл рибонуклеазной активности (рис. 2). Одна-
ко при добавлении РНК-мишени наблюдалось
развитие флуоресцентного сигнала, связанное с
расщеплением РНК-репортеров в результате по-

Рис. 1. Электрофорез в ПААГ исходного гомогената
клеток E. coli и фракций элюата при очистке целевого
белка металл-хелатной хроматографией на колонках
Protino Ni-TED 1000. 1 – гомогенат клеток, 2–6 –
фракции элюата, целевой белок обозначен стрелкой.
М – метчики молекулярные массы, кДа.
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явившейся рибонуклеазной активности. Таким
образом, полученный рекомбинантный белок об-
ладает мишень-зависимой коллатеральной рибо-
нуклеазной активностью, типичной для Cas13a-
нуклеаз. В серии последовательных разведений
суммарной РНК E. coli была показана зависи-
мость развития флуоресцентного сигнала от кон-

центрации мишени, которая в логарифмических
координатах могла быть хорошо аппроксимиро-
вана линейной функцией (рис. 3).

Экспрессия функционально активной реком-
бинантной рибонуклеазы Cas13a проводилась
при 18°C. В рамках данной работы были проте-
стированы разные температуры культивирования
клеток после индукции экспрессии (от 18 до 37°C)
и их влияние на уровень экспрессии и функцио-
нальную активность целевого белка. Установле-
но, что повышение температуры до 37°C приво-
дило к тому, что целевой белок за 16 ч инкубации
практически весь переходил в клетках в нераство-
римую форму. Интересно, что инкубация в тем-
пературном диапазоне от 25 до 30°C позволяла
получать Cas13a-нуклеазу в растворимой форме,
однако полученный при этом рекомбинантный бе-
лок проявлял неспецифическую рибонуклеазную
активность. Это проявлялось в том, что рекомби-
нантная Cas13a-нуклеаза расщепляла РНК-репор-
теры в отсутствии РНК-мишени. Можно предпо-
ложить, что фолдинг Cas13a-нуклеазы протекал
различно при разных температурах. Хотя культиви-
рование при 18°C приводило к относительно невы-
сокому уровню экспрессии целевого белка (коли-
чество чистого белка, которое получается в этих
условиях, составляло ~1 мг на 100 мл среды), оно
обеспечивало экспрессию функционально актив-
ной Cas13a-нуклеазы. Также дополнительно кро-
ме штамма Rosetta™ 2(DE3)pLysS была исследо-
вана возможность экспрессии Cas13a-нуклеазы в
таких штаммах E. coli, как BL21(DE3)pLysS и
BL21-Gold, трансформированных вектором pET
His6-TwinStrep-SUMO-LwaCas13a. Однако уро-
вень экспрессии целевого белка в этих штаммах
был крайне низким.

Было протестировано также, как длительность
хранения полученного рекомбинантного белка
влияла на его мишень-зависимую коллатераль-
ную рибонуклеазную активность. Как видно из
рис. 4, в течение 5-месячного хранения белка в
концентрации 1.3 мг/мл при –80°С, коллатераль-
ная активность несколько уменьшалась со вре-
менем. В отсутствии мишени существенной ри-
бонуклеазной активности не наблюдалось во
всех экспериментах. Однако это уменьшение
больше проявлялось в замедлении кинетики
расщепления РНК-репортеров, и в меньшей
степени в уровне флуоресценции, достигаемом к
концу 2-часовой инкубации.

Возможность одностадийной очистки Cas13a-
нуклеазы была также недавно показана в работе
[24]. Используя экспрессионную конструкцию,
содержащую ген сas13a L. wadei с оптимизирован-
ным кодоновым составом, авторы получили функ-
ционально активный препарат Cas13a с помощью
гетерологической экспрессии в E. coli. Однако
удельная активность полученного препарата была

Рис. 2. Зависимость относительной флуоресценции
(F/F0), флуоресцентно-меченного РНК-субстрата от
времени инкубации (мин) с целевым белком при
37°С. 1 – изменение флуоресценции в отсутствии
РНК-мишени; 2, 3, 4, 5 и 6 – в присутствии 10, 25, 80,
250 и 800 нг суммарной РНК E. coli соответственно. По-
казаны среднеарифметические значения и среднеквад-
ратичные отклонения для трехкратных измерений.
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Рис. 3. Изменение относительной флуоресценции
F/F0 после инкубации в течение 100 мин флуорес-
центно-меченного РНК-субстрата с целевым белком
при 37°С как функция количества суммарной РНК
E. coli (нг).
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сравнительно низка – деградация субстрата из на-
бора RNase Alert наблюдалась при концентрации
Cas13a 450 нМ, тогда как в экспериментах в на-
стоящей работе для достижения сопоставимой
активности было достаточно 45 нМ Cas13a-нук-
леазы. Возможно, чистота препарата целевого
белка методом одностадийной очистки, предло-
женном в работе [24], была ниже, чем в настоя-
щей. Различие в активности также могло быть
обусловлено функциональными свойствами бел-
ков, полученных в разных штаммах, при разных
условиях культивирования и с использованием
по-разному оптимизированных генных последо-
вательностей.

Таким образом показано, что рекомбинантная
Cas13a-нуклеаза с мишень-зависимой коллате-
ральной РНКазной активностью может быть полу-
чена после гетерологической экспрессии в E. coli с
помощью простой одностадийной очистки ме-
талл-хелатной хроматографии с использованием
N-концевой полигистидиновой метки. Это рас-
ширяет возможности исследования Cas13a-нук-
леаз как основы для разработки диагностических
биосенсорных систем нового поколения и их по-
следующего практического использования. Кроме
того, полученные результаты указывают на то, что
неохарактеризованный белок U2PWF1 L. wadei
представляет собой Cas13a-нуклеазу.
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Single Stage Purification of CRISPR/Cas13a Nuclease 
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with Preservation of Collateral Ribonuclease Activity
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CRISPR/Cas13a nucleases whose collateral ribonuclease activity is revealed upon selective recognition of
targeted RNA sequences are considered today as a basis for the development of new generation biosensors for
the ultrasensitive in-field detection of bacterial and viral pathogens. To produce the recombinant Cas13a nu-
clease, a three stage purification procedure is presently employed including consequently affinity (Strep-tag),
ion-exchange, and exclusion chromatography. In this work we demonstrated that recombinant Cas13a nucle-
ase can be purified after heterologous expression in E. coli by a single step metal-chelating chromatography,
utilizing the N-terminal polyhistidine tag. The simplified procedure of Cas13a nuclease purification broadens
possibilities for a development and further practical application of Cas13a based diagnostic biosensing sys-
tems. Besides, our results indicate that currently uncharacterized proteins U2PWF1 of Leptotrichia wadei rep-
resents Cas13a nuclease.

Keywords: CRISPR-Cas, Cas13a ribonuclease, purification, metal-chelating chromatography, collateral
activity
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Разработана и описана схема очистки бактериофагов Pseudomonas aeruginosa, состоящая из последо-
вательных этапов гель-фильтрационной и анионобменной хроматографии. Испытание схемы на
пяти фагах различных размеров и морфологии показало одинаковые результаты, что позволяет рас-
сматривать предложенный подход как универсальный и хорошо масштабируемый.
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контролируемым размером пор
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Бактериофаги (фаги), открытые в начале XX в.,
нашли свое применение во многих сферах. Они
используются как противомикробные агенты,
средства для фагового дисплея в изучении пепти-
дов, инструменты эффективной вакцинации, до-
ставки генов, а также специфического обнаруже-
ния и типирования бактерий. Чистота бактерио-
фагов, необходимая для каждого применения,
значительно различается. При этом фаговые пре-
параты, предназначенные для медицинского и
пищевого использования, должны содержать ми-
нимальное количество бактериальных токсинов
[1–5]. Первые успешные попытки хроматографи-
ческой очистки фагов были предприняты в 60–
70 гг. прошлого столетия [6], однако впоследствии
осаждение полиэтиленгликолем (ПЭГ) и ультра-
центрифугирование в градиенте плотности CsCl
стали общепринятыми методами на несколько де-
сятилетий. Такие способы обеспечивают получе-
ние бактериофагов необходимой чистоты в лабо-
раторном масштабе, однако они неприемлемы для
промышленного применения из-за ограничений в
масштабировании, невысокого выхода и необхо-
димости последующего удаления CsCl [7].

В последние годы наблюдается возрождение
интереса к применению хроматографических ме-
тодов очистки фагов. Многочисленные исследо-
вания показали эффективность анионообменной
хроматографии (АОХ) на метилметакрилатных мо-

нолитных смолах, однако высокая цена и слож-
ность регенерации носителя остаются существен-
ными препятствиями для массового внедрения
метода [8–11]. Таким образом, потребность в до-
ступных, масштабируемых и эффективных мето-
дах очистки бактериофагов остается открытой.

Цель работы – изучение возможности комби-
нированной хроматографической очистки (гель-
фильтрация и анионобменная хроматография)
для препаративной очистки бактериофагов.

МЕТОДИКА
Бактериальные штаммы и бактериофаги. В ра-

боте в качестве модельных использовали охарак-
теризованные бактериофаги Pseudomonas aerugi-
nosa, относящиеся к различным группам порядка
Caudovirales: phiKZ [12], SN [13], phiKMV [14],
YuA [15], а также нитчатый (Inoviridae) фаг pFB,
по размерам частицы и генома сходный с описан-
ным фагом pF5 [16]. Морфология, размеры и дру-
гие параметры фагов приведены в табл. 1. Первые
три бактериофага могут быть обнаружены в со-
ставе экспериментальных [17] и промышленных
[18, 19] фаговых препаратов для лечения вторич-
ных инфекций ран и ожогов, вызванных сине-
гнойной палочкой. Для культивирования бакте-
риофагов использовали лабораторный штамм
P. aeruginosa PAO1 (ATCC 15692). Несмотря на от-
сутствие в этом штамме факторов вирулентности

УДК 578.81;
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и пониженный уровень синтеза экзополисахари-
дов, лизаты PAO1 обладают высоким уровнем пи-
рогенности [20]. Таким образом, выбранная мо-
дель позволяет адекватно верифицировать метод
в контексте медицинского и ветеринарного при-
менения бактериофагов.

Культивирование и первичное выделение бакте-
риофагов. Фаголизаты были получены традицион-
ным способом [21]. Клетки штамма PAO1 P. aerugi-
nosa культивировали при 37°C и интенсивной аэра-
ции в жидкой среде 2xTY (бакто-триптон – 16 г/л,
дрожжевой экстракт–10 г/л, NaCl – 5 г/л ) до плот-
ности 2 × 108 кл./мл, затем инфицировали сус-
пензией фага и инкубировали до полного лизиса
клеток. Дополнительно клетки лизировали обра-
боткой 0.5%-ным (об./об.) раствором хлороформа в
течение 2 ч при 4°C. Затем фаголизат обрабатывали
ДНКазой I (“Sigma”,США, 20 г/мл) в течение 1 ч.
Фрагменты клеток удаляли центрифугированием
при 4000 g (Megafuge 2.0 R, “Heraeus”, Германия) в
течение 20 мин. Титр фагов в фаголизате составил
1010–1011 БОЕ/мл

Жидкостная хроматография. Хроматографию
проводили на полуавтоматической хроматографи-
ческой системе Pharmacia FPLC (“GE Healthcare”,
США) с проточной детекцией продуктов по погло-
щению УФ-излучения с длиной волны 280 нм (А280).
Для оценки воспроизводимости и точности метода,
а также емкости колонки, все эксперименты прово-
дили для каждого фага трижды. Схематическое
представление эксперимента показано на рис. 1.

Гель-проникающая хроматография. Микропо-
ристое стекло с контролируемым размером пор
500 Å, mesh 120/200 (“Serva”, Германия) ресуспен-
дировали в воде и заполняли колонку 1.5 × 75 см,
снабженную верхним адаптером (“Bio-Rad”,
США). Сорбент уравновешивали буферным рас-
твором А (20 мM трис–HCl, pH 8.0) и промывали
3%-ным (вес./об.) полиэтиленгликолем (ПЭГ)
20.000 (“Fluka Analytics”, США) в буферном рас-
творе А до стабилизации базовой линии. Бакте-
риофаги осаждали центрифугированием при
24000 g (Sorvall RS 5, ротор SA600, “Thermo Fisher
Scientific”, США) в течение 1 ч при 4°C. Осадок
ресуспендировали в 2 мл среды 2хTY и наносили
на колонку. Изократическую элюцию буферным

раствором А проводили при скорости 4 мл/мин.
После каждой хроматограммы колонку стерили-
зовали 2 об. 30%-ного этанола в буферном рас-
творе А.

Анионоообменная хроматография. Для хромато-
графии использовали картриджи на 5 мл EconoPac
High Q (“Bio Rad”, США). Фракции, полученные
после гель-проникающей хроматографии, соот-
ветствующие частично очищенному фагу, нано-
сили на колонку, уравновешенную буферным
раствором А. Сорбированный материал элюиро-
вали линейным градиентом (0–1.0 М) NaCl в бу-
ферном растворе А. Фракции, содержащие ин-
фекционные фаговые частицы, диализовали про-
тив фагового буферного раствора (10 мM Трис-
HCl pH 7.5; 200 мM NaCl, 2 мM MgSO4) и, при не-
обходимости, концентрировали с помощью цен-
трифужного ультраконцентратора Centricon YM
100 (“Millipore”, США).

Активность бактериофагов. Инфекционную ак-
тивность в лизатах и фракциях при хроматографии
определяли традиционным титрованием с исполь-
зованием двуслойного агара на культуре штамма
PAO1 P. aeruginosa [21].

Электрофорез в полиакриламидном геле. Чисто-
ту и целостность частиц бактериофагов оценива-
ли посредством разделения структурных белков
электрофорезом в 12%-ном полиакриламидном
геле в денатурирующих условиях с последующей
окраской Coomassie Blue [22] и визуальным срав-
нением профилей белковых полос с образцовыми
структурными электрофореграммами препаратов
бактериофагов, очищенных ультрацентрифуги-
рованием в градиенте CsCl.

Электронная микроскопия. Препараты бакте-
риофагов наносили на покрытую коллодийной
пленкой и напыленную аморфным углеродом
сетку и контрастировали 1%-ным раствором ура-
нил-ацетата в метаноле [23]. Изображения бакте-
риофагов были получены методом просвечиваю-
щей электронной микроскопии с использовани-
ем микроскопа Jeol-JEM CX100 (“Jeol”, Япония)
с ускоряющим напряжением 100 кВ.

Контроль концентрации эндотоксина. Концен-
трацию эндотоксина в образцах бактериофагов
оценивали в абсолютных значениях, выраженных

Таблица 1. Бактериофаги Pseudomonas aeruginosa, использованные в работе (таксономические данные представ-
лены в соответствии с выпуском ICTV-2018b)

* В настоящий момент не представлен в ICTV.

Фаг Семейство/подсемейство Род Размер 
(капсид/хвост) Геном, п.н. NCBI Genbank № Ссылка

PhiKZ Myoviridae Phikzvirus 145/200 280.334 NC_004629 [12]
SN Myoviridae Pbunavirus 74/140 66.390 NC_011756 [13]
YuA Siphoviridae Yuavirus 72 × 51/145 58.663 AM_749441 [15]
phiKMV Podoviridae/Autographivirinae Phikmvvirus 60/20 42.519 NC_005045 [14]
pFB1* Inoviridae – – 12.409 Родственнен pF5 [16]
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в единицах эндотоксина/мл (ЕЭ/мл), с помощью
фармакопейного полуколичественного LAL-теста
согласно инструкции производителя (“Merck”,
Германия).

Статистический анализ проводили в системе
Microsoft Excel 2016.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Очистка бактериофагов с использованием ком-
бинированного подхода. В настоящем исследовании
была использована комбинация хроматографиче-
ских методов (гель-фильтрации и анионобменной
хроматографии) для очистки бактериофагов. При-
менение такой системы позволило достичь сниже-
ния концентрации эндотоксинов в препарате до
<150 ЕЭ/мл, вне зависимости от размера и морфо-
логии вируса. Чистоту полученных препаратов
подтверждали результатами электронной микро-
скопии, убедительно показавшими просветление
фона и уменьшение количества загрязняющих

везикулярных частиц (рис. 2). В то же время ин-
фекционность фаговых частиц оставалась на вы-
соком уровне 1–510–11 БОЕ/мл, выход метода со-
ставил >59% в зависимости от вида очищаемого
вируса. Параметры чистоты и выхода конкретных
бактериофагов представлены в табл. 2. Несмотря
на использование в эксперименте бактериофагов с
различной морфологией и размером капсида, вы-
ход метода показал высокую сходимость (коэффи-
циент вариации 8.3%), что позволило утвержать,
что такой подход может быть универсальным.

Применение хроматографии представляет со-
бой перспективную альтернативу существующим
методам в контексте крупномасштабного про-
мышленного получения медицинских препара-
тов. Однако на сегодняшний день не существует
метода, который удовлетворял бы всем требова-
ниям “золотого стандарта”, дающего возмож-
ность получения препаратов высокой степени
очистки, имеющих невысокую стоимость, уни-
версально подходящих для очистки фагов разной

Рис. 1. Схематическое изображение эксперимента: 1 этап – лизат с бактериофагами и примесями клеточных метаболи-
тов, белков, ДНК; 2 этап – гель-фильтрационная хроматография (задержка бактериофага и крупных белков/ДНК в мат-
рице стекла с контролируемым размером пор); 3 этап – анионобменная хроматография (показано взаимодействие отри-
цательно заряженных бактериофагов с положительно заряженной смолой); 4 этап – очищенные бактериофаги.
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морфологии и размера, экологичных и масшта-
бируемых. Предложенная нами комбинация хро-
матографических подходов направлена на дости-
жение оптимального баланса между указанными
требованиями.

Гель-проникающая хроматография на стекле с
контролируемыми порами. Выбор такого метода
хроматографии в качестве первого этапа очистки
был обусловлен необходимостью максимального
удаления ионогенных биомолекул ДНК и РНК
перед анионобменной хроматографией. Согласно
полученным результатам, выход фага показал вы-
сокую сходимость (коэффициент вариации 12%),
хроматографические профили также были сопо-
ставимы (рис. 3), что позволило утверждать, что
гель-проникающая хроматография может быть ис-
пользована для первичной очистки бактериофагов
разной морфологии и размера. Корреляционный
анализ показал, что выход метода слабо зависит от
размера капсида (r = –0.34) – слабая отрицатель-
ная связь согласно шкале Чеддока и очень слабо
зависит от размера хвоста и общей длины вируса
(r = 0.25 и 0.05 соответственно) – очень слабая по-
ложительная связь согласно шкале Чеддока.

Каркасы из пористого стекла с контролируе-
мым размером пор (controlled-pore glass, GPG) яв-
ляются распространенными матрицами для синте-
за хроматографических сорбентов. Такие матрицы
могут быть использованы для хроматографии и без
модификации. Разделение на стеклянных носите-
лях основано на сочетании гель-фильтрации и об-
ратимой сорбции компонентов на поверхности.
Термодинамические основы сорбции вирусов опи-
саны в работе [24]. Адсорбирующая поверхность
пор может быть уменьшена за счет обработки ПЭГ
[25]. На этапе планирования эксперимента пред-
полагали, что неспецифическое связывание фагов
частицами смолы значительно снизит выход мето-
да, однако в ходе эксперимента гипотеза о необхо-
димости добавления ПЭГ была опровергнута. Ве-
роятно, низкий уровень необратимого связывания
фагов объясняется более высоким сродством низ-
комолекулярных компонентов лизата к частицам
сорбента, что препятствовало адсорбции фага.

Успех хроматографической очистки бактерио-
фагов зависит от понимания того, как эндотокси-
ны бактерий ведут себя на различных сорбентах.
Благодаря амфифильной природе молекулы ли-
пополисахарида, а также его ассоциации с мем-

Рис. 2. Электронная микрофотография фага SN с негативным контрастированием: а– после гель-фильтрации, б – очи-
щенный фаг(шкала – 100 нм).

100 нм(a) (б)

Таблица 2. Результаты гель-фильтрационной и анионобменной хроматографии
Фаг PhiКZ SN YuA phiKMV pFB1

Титр в лизате БОЕ*1011/мл 1.7 7 3 4 1
Титр после гель-фильтрации БОЕ*1011/мл 1.3 5.8 3 3 0.8
Выход после гель-фильтрации, % 76 84 100 75 80
Титр после анионобменной хроматографии БОЕ *1011/мл 1 5 2.1 2.5 0.7
Выход после анионобменной хроматографии, в % 77 86 70 83 88
Выход после комбинированной очистки,% 59 71 70 62 70
Концентрация эндотоксина <150 ЕЭ/мл
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бранными липидами в водном растворе в присут-
ствии двухвалентных катионов линейные эндо-
токсины формируют мицеллы и везикулы с
молекулярной массой более 1000 кДа [26]. Полу-
чившиеся структуры отличаются по своему раз-
меру от фаговой частицы меньше, чем мономеры
эндотоксинов, что усложняет выбор среды для
эффективной очистки от липополисахаридов ме-
тодом гель-фильтрации [27]. В настоящем иссле-
довании показано, что размер пор 500 Å оптима-
лен для такого применения.

Большинство исследований, посвященных при-
менению хроматографии со стеклом с контролиру-
емым размером пор, были проведены в 70 гг про-
шлого века. Последующее развитие синтетической
химии привело к появлению сорбентов для гель-
фильтрационной хроматографии, имеющих высо-
кую стабильность и выраженную зависимость объе-
ма элюции от объема и массы элюата. Таким обра-
зом, хроматография с использованием CPG была
признана устаревшей для использовании в биоло-
гии. Однако такой вид разделения имеет множество
преимуществ: низкую себестоимость, высокие ме-
ханическую и химическую стабильность по сравне-
нию с агарозой, целлюлозой, декстраном и поливи-
ниловыми смолами и, кроме того, позволяет легко
масштабировать процесс и применять высокую
скорость элюции без заметного воздействия на раз-
решение. Отдельным преимуществом является воз-
можность использования доступных и экологичных
реагентов для очистки и стерилизации колонки.

В литературе приведено множество примеров
успешного применения CPG хроматографии для
очистки крупных мицелл [28], токсинов [29], а
также вирусов растений [30, 31], животных и бак-
терий [32]. Применение данного метода для виру-
сов позволяет добиться чистоты, сопоставимой с
таковой при ультрацентрифугировании в гради-
енте сахарозы, что подтверждается параметрами
оптической плотности, тестами на инфекцион-
ность и серологическими методами.

Анионобменная хроматография (АОХ). Выбор
АОХ в качестве второго этапа очистки бактерио-
фагов обусловлен большим опытом применения
данного метода для очистки вирусов, что было
подробно рассмотрено в обзоре [33]. Согласно
полученным данным, выход фага после этого ме-
тода составил более 70% (табл. 2). Коэффициент
вариации выхода, равный 9%, и сходимость полу-
ченных хроматограмм (рис. 4) позволили утвер-
ждать, что АОХ применима для очистки фагов
разной морфологии и размеров.

Несмотря на ряд преимуществ, у данного мето-
да есть и некоторые ограничения: распределение
частиц сорбента по размерам не оптимально для
прохождения между ними больших частиц, кле-
точные лизаты содержат большое количество за-
ряженных примесей (особенно нуклеиновых
кислот), которые конкурируют с бактериофагами

за участки связывания. Первый недостаток может
быть преодолен использованием расширенной
упаковки колонок [34] или монолитных сорбен-
тов с большим размером каналов, которые улуч-
шают прохождение вирусов через колонку и по-
вышают степень иммобилизации [11]. Использо-
вание метилметакрилатных монолитов, однако,
не удовлетворяло условиям идеальной колонки
из-за высокой цены и, как следствие, трудностей
масштабирования. Второе ограничение может
быть преодолено предварительной очисткой пре-
парата от нуклеиновых кислот. В данной работе
большая часть бактериальной ДНК и мРНК была
удалена во время первого этапа хроматографии,
что позволило достичь удовлетворительной ем-
кости колонки (~1010 фаговых частиц/мл смолы).
Сравнительные эксперименты с сорбентами, мо-
дифицированными четвертичными аминогруппа-
ми, от различных производителей: Q-Sepharose
Fast Flow (“GE Healthcare”, США), Toyopearl
SuperQ 650M (“Tosoh biosciences”, Япония), Macro-
Prep HighQ (“Bio Rad”, США), не показали значи-
мых преимуществ какого-то продукта по емкости
или разрешению.

Также при сравнении хроматограмм была от-
мечена интересная особенность: во всех экспери-
ментах концентрации NaCl, при которых прохо-
дила элюция фага, были близки вне зависимости от
размера или морфологии фаговых частиц (рис. 3),
что открыло возможности для изолирования со-
обществ нитчатых и хвостатых фагов с последую-
щей одновременной элюцией с колонки.

Контроль содержания бактериальных эндоток-
синов. Клеточные лизаты содержат большое ко-
личество компонентов среды, фрагментов кле-
точных стенок бактерий, эндо- и экзотоксинов,
пептидогликанов, органелл и других потенциаль-
но иммуногенных факторов. Потенциальная
опасность конкретных загрязнителей зависит от
вида и штамма бактерий. В то время как компо-
ненты лизата клеток Escherichia coli не вызывают,
как правило, серьезных проблем и даже повыша-
ют противомикробный ответ, лизаты клеток Sal-

Рис. 3. Хроматограмма, полученная при гель-филь-
трации фаголизата на стекле с контролируемым раз-
мером пор. 1 – A280; 2 – инфекционность фага в со-
бранных фракциях, lg БОЕ/мл.
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monella enteridis pv typhimurium крайне токсичны
из-за наличия в них фрагментов полисахаридов
клеточных стенок. В настоящей работе не была
исследована концентрация эндотоксинов в про-
цессе хроматографической очистки, однако экс-
периментально определенное конечное содер-
жание эндотоксинов в очищенном препарате со-
ставило <150 ЕЭ/мл раствора бактериофага с
концентрацией ~1011 БОЕ/мл. Растворы с таким
значением могут применяться как местно, так и
внутрь без дополнительной очистки [35, 36].

В настоящем исследовании продемонстриро-
вана оптимальная комбинация хроматографиче-
ских методов для препаративной очистки бакте-
риофагов из клеточных лизатов. Оценку метода
проводили на 5 бактериофагах P. aeruginosa, отли-
чающихся по морфологии и размерам. Во всех
случаях двухстадийная очистка позволяла изба-
виться от нежелательных примесей без значи-
тельных потерь титра и инфекционной способно-
сти фаговых частиц. Выход метода превышал
60%, а чистота полученных фаговых препаратов
была равна или превосходила чистоту образцов,
полученных методом градиентного ультрацен-
трифугирования В процессе очистки использова-
лись недорогие хроматографические сорбенты,
масштабируемость которых была продемонстри-
рована зарубежными исследователями [37], ис-
пользовалось простое аппаратурное оформление
(перистальтический насос и УФ-монитор). На-
пример, фракции, полученные при хроматогра-
фии на стекле с контролируемым размером пор,
могли быть сразу же нанесены на колонку для ани-
онообменной хроматографии. Отдельно стоит от-
метить, что значения pH буферов, используемых
при очистке, близки к физиологическим, что поз-

волило сохранить инфекционную способность
бактериофагов. Полученные нами результаты бы-
ли подтверждены и другими авторами [11, 38].

Необходимо отметить, что разработанный ме-
тод имеет и недостатки. Например, нам не удалось
избежать этапа центрифугирования из-за необхо-
димости концентрирования лизата перед нанесе-
нием на колонку CPG. Использование буферных
растворов с высокой ионной силой (600–700 мМ
NaCl) не было оптимальным для хранения и при-
менения бактериофагов, так как требовало после-
дующего диализа. Однако разработанный прото-
кол требует меньше времени и более универсален,
по сравнению с широко используемым методом
преципитации ПЭГ и ультрацентрифугирования в
градиенте CsCl, что позволяет применять его для
очистки фагов различной морфологии.

Авторы благодарят Е.Д. Шибанову (ИБХ РАН)
за проведение LAL-теста.
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Preparative Purification of Pseudomonas aeruginosa Bacteriophages Using
a Combination of Gel-Permeation and Anion-Exchage Chromatography

N. N. Landysheva, Y. G. Voronkoa, E. E. Kulikovb, N. N. Sykilindac, and K. A. Miroshnikovc, *
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We developed and described the method for purification of the Pseudomonas aeruginosa bacteriophages,
that consists of sequential steps of size-exclusion and anion-exchange chromatography. Testing the technique
on five bacteriophages of different size and morphology showed similar results, that allows us to consider the
proposed approach as universal and highly scalable.
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Такролимус, признанный мировой медициной как наиболее эффективный иммуносупрессивный
агент, синтезируется актинобактериями рода Streptomyces, однако процесс сопровождается нежела-
тельным образованием близких структурных аналогов. Разработан оригинальный метод его био-
синтеза штаммом актинобактерий Streptomyces tsukubensis ВКМ Aс-2618Д с применением бромиро-
ванного стирол-дивинилбензольного сорбента SP-207. Этот подход позволил предотвратить неже-
лательную деструкцию такролимуса, упростить процедуру его выделения из культуральной среды и
повысить его выход. Оптимизирована стадия предварительной очистки за счет использования реге-
нерируемых сорбентов на основе метилметакрилата (HP2MG) и химически модифицированного
силикагеля (Диасорб-100-Диол). При реализации технологического процесса применение сорбен-
тов с привитыми к силикагелю сульфогруппами и ионами серебра при конечной очистке такроли-
муса позволило значительно увеличить производительность данной стадии. При этом выход такро-
лимуса-сырца составил 60–70%. Полученные результаты могут быть использованы при создании
полного цикла производства фармацевтической субстанции такролимуса.

Ключевые слова: биосинтез, такролимус, Streptomyces tsukubensis, сорбент SP-207, хроматография,
выделение, очистка, аскомицин, 8-пропил-аналог такролимуса
DOI: 10.31857/S055510992006015X

Такролимус (FK-506) – это международное
непатентованное название лекарственного пре-
парата из группы иммуносупрессантов, представ-
ляющего собой 23-членный макролидный поли-
кетид (822 Да), широко применяемый в мировой
медицинской практике.

В настоящее время он используется при транс-
плантации костного мозга, почки и сердца [1–3],
для лечения таких иммунных заболеваний, как
ревматоидный артрит и кишечные воспаления [4,
5], в терапии атопического дерматита [6, 7], а так-
же аллергических глазных заболеваний [8]. FK-
506 проявляет активность против ортопоксвиру-
са, ВИЧ и вируса иммунодефицита кошек [9, 10].
Сообщается о его нейропротекторных и нейроре-
генеративных свойствах [11, 12], а также о воз-
можном применении в лечении рака [13].

Эффективность такролимуса в предотвраще-
нии отторжения после трансплантации, а также
при заболеваниях, резистентным к другим видам
терапии, лежит в основе его медицинского при-
менения и значимости.

Биосинтез такролимуса начинается с образова-
ния (4R,5R)-4,5-дигидроксициклогекс-1-ен-кар-
боновой кислоты с последующим удлинением
углеродного скелета путем присоединения двух
малонил-КоА, пяти метилмалонил-КоА, двух
метоксималонил-АПБ и одного аллилмалонил-
КоА. В дальнейшем углеродная цепь замыкается
в кольцо, что обеспечивается включением в нее
L-пипеколата, образуемого из L-лизина [14, 15],
в результате этого синтезируется промежуточное
соединение – пре-такролимус. Завершается син-
тез такролимуса двумя модификациями пре-та-
кролимуса, включающими метилирование гид-

УДК: 579.873.11:579.66
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роксильной группы в положении C31 и окисле-
ние атома углерода в положении C20 [15].

Аскомицин и С8-пропил-аналог такролимуса
(рис. 1) существенно осложняют получение чи-
стого такролимуса при промышленной фермен-
тации и являются причиной значительных потерь
целевого продукта на стадии очистки [16].

Сложности очистки такролимуса также связа-
ны с особенностями поведения молекулы в вод-
ных растворах, что обусловлено его цис-транс-
конформационной изомеризацией [17], посколь-
ку известно, что в растворе он существует в трех
формах, представленных на рис. 2.

Согласно Фармакопее США [18] в фармацевти-
ческой субстанции содержание целевого компо-
нента, такролимуса, должно быть не менее 98%,
при этом допустимо, что неидентифицированные
примеси и такая его изомерная форма, как С19-
эпимер, составляют не более 0.1%, а такие его близ-
кородственные аналоги, как аскомицин и С8-про-
пил-аналог такролимуса – 0.5 и 0.15% соответ-
ственно.

Процесс выделения и очистки такролимуса от
примесных соединений включает следующие эта-
пы: (1) выделение такролимуса и его аналогов из
культуральной среды, (2) предварительную очист-
ку такролимуса, (3) отделение такролимуса от его
близкородственных аналогов и (4) кристаллиза-
цию целевого вещества.

1. Первый этап очистки включает экстракцию
такролимуса и его аналогов из культуральной сре-
ды органическими растворителями с последующей
сорбцией целевого компонента на неионогенном
сорбенте [19–21].

2. На второй стадии происходит удаление бал-
ластных компонентов, в частности, окрашенных
соединений. Как правило, данный этап выполня-
ют в режиме нормально-фазовой жидкостной
хроматографии (НФ ЖХ) на сорбентах на основе
силикагеля или оксида алюминия с использова-
нием в качестве подвижной фазы смеси гек-
сан/этилацетат или гексан/ацетон [19–28].

3. Третий этап необходим для отделения близ-
кородственных аналогов такролимуса, аскоми-
цина и 8-пропил-аналога такролимуса. Данная
стадия является ключевой, так как ее производи-
тельность и затраты на очистку единицы продук-
ции вносят наибольший вклад в эффективность
всей схемы выделения и получения конечного
продукта как по показателю качества, так и по
стоимости.

Как правило, разделение близкородственных
примесей реализуется в режиме НФ-ВЭЖХ с ис-
пользованием силикагелей, импрегнированных
ионами серебра [19, 20, 26–28], или ионов сереб-
ра, которые добавляют непосредственно в элюент
[21, 24]. Такой вариант очистки является наибо-
лее эффективным с точки зрения селективности

и обеспечивает большую нагрузку и выход целе-
вого компонента. Однако эти сорбенты имеют су-
щественный недостаток, связанный со смывани-
ем серебра в процессе проведения разделения,
что приводит к потере сорбентом сорбционно-
хроматографических свойств [26–28].

Прочное удерживание ионов серебра на сорбен-
те обеспечивают сульфокатиониты в Ag+-форме,
однако особенности процесса очистки на таких
сорбентах недостаточно изучены, отсутствуют так-
же корректные данные об их селективности, нагру-
зочных характеристиках и производительности.

4. Четвертой завершающей стадией очистки
такролимуса является его кристаллизация из вод-
но-органических смесей, что позволяет получить
целевой продукт в правильной конформации.

В предыдущих работах было подтверждено фи-
логенетическое положение штамма-продуцента
такролимуса и уточнено его видовое название как
Streptomyces tsukubensis ВКМ Ac-2618Д, а также раз-
работан метод и оптимизированы условия биосин-
теза поликетида, обеспечивающие высокий выход
[29–31].

Цель работы – изучение биосинтеза такроли-
муса в присутствии полимерных сорбентов и раз-
работка метода его выделения из культуральной
среды S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д и очистки для
получения кристаллического продукта высокой
степени чистоты.

Рис. 1. Структура такролимуса – 23-членного мак-
роциклического поликетида (R1), и его близких
структурных аналогов: аскомицина (R2) и 8-пропил-
аналога такролимуса (R3). Нумерация атомов в мо-
лекуле такролимуса соответствует действующей фар-
макопее [18].
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САЛИОНОВ и др.

МЕТОДИКА

Реактивы. В работе использовали следующие
реактивы: сорбент XAD-7 НР (“Sigma-Aldrich”,
США), сорбенты SP-207 и HP2MG (“Mitsubishi
chemical corporation”, Япония), силикагель (“Mer-
ck”, Германия), Диасорб-100-Диол, Диасфер-
АК-СП-100, Диасорб-60-СП и Диасорб-100-
Сульфо (АО “БиоХимМак СТ”, Россия), Relisorb
SP400/SS (“Resindion”, Италия), Dowex 50WX8
(“Dow”, США), ацетонитрил для ВЭЖХ (“Panre-
ac”, Испания), ацетон, толуол, изооктан для
спектроскопии, этилацетат, метилтретбутиловый
эфир, фосфорная кислота, нитрат серебра (“Ком-
понент-Реактив”, Россия). Также использовали
растворимый крахмал (“Купавнареактив”, Рос-
сия), глюкозу (“Диа-М”, Россия), пекарские
дрожжи (“Саф-Момент”, Франция), кукурузный
экстракт (“Sigma-Aldrich”, США), моногидрохло-
рид L-лизина (“PanReac”, США), пеногаситель

Лапрол (ПАО “Владимирский химический завод”,
Россия) и стандартный препарат такролимуса для
высокоэффективной жидкостной хроматографии
(ВЭЖХ) (“Zhejiang Hisun Pharmaceutical Co. Ltd.”,
Китай). Остальные реактивы и растворители ма-
рок хч и чда были получены от коммерческих про-
изводителей (Россия).

Микроорганизм и условия культивирования.
Штамм S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д был получен
из Всероссийской коллекции микроорганизмов
(ВКМ) Института биохимии и физиологии мик-
роорганизмов им. Г.К. Скрябина РАН.

Поддержание культуры и получение инокуля-
та проводили, как описано ранее [30, 31]. В экспе-
риментах по выявлению лучшего сорбента в среду
биосинтеза до стерилизации вносили SP-207 или
HP2MG в концентрации 40 г/л, а XAD-7HP слу-
жил в качестве контрольного сорбента. Биосин-
тез такролимуса проводили в биореакторе

Рис. 2. Процесс изомеризации такролимуса (1) в водных растворах с образованием эпимерных форм: такролимус-от-
крытое кольцо (2) и С19-эпимер такролимуса (3). Таутомерный центр молекулы показан стрелкой [17].
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АНКУМ-2М объемом 10 в 5 л среды (pH 7.0) сле-
дующего состава (г/л): растворимый крахмал – 75,
кукурузный экстракт – 12.5, пекарские дрожжи –
16.6, MnSO4 – 0.05, CaCO3 – 3, сорбент – 40, пе-
ногаситель Лапрол – 0.4 (мл/л), в которую допол-
нительно вносили стерильные растворы глюкозы
и L-лизина (5 г/л). Ферментацию осуществляли в
течение 10 сут при 25°С, поддерживая рН среды в
диапазоне 6.8–7.2 и концентрацию растворенного
кислорода (рО2) – 30–60%, со 2 по 7 сут культиви-
рования проводили подпитку 6%-ным раствором
крахмала. В качестве сорбента был выбран SP-207
на основании его сорбционных характеристик, а
также способности лучше осаждаться.

Выделение такролимуса. Для отмывки сорбен-
та от остатков среды биосинтеза и мицелия куль-
туральную жидкость порциями по ~500 мл поме-
щали в стакан объемом 3 л, добавляли 2–2.5 л воды
и активно перемешивали. Взвесь мицелия из верх-
них слоев культуральной жидкости удаляли вакуум-
ным насосом. Операцию повторяли до полного уда-
ления мицелия и получали промытый сорбент.

Такролимус с сорбента элюировали водно-аце-
тоновой смесью. Для этого сорбент помещали на
фильтр Шотта, промывали 500 мл смеси вода/аце-
тон (45 : 55, об. %) и целевое вещество элюирова-
ли 500 мл смеси вода/ацетон (25 : 75, об. %). Проце-
дуру элюции целевого вещества повторяли до пол-
ной экстракции такролимуса с сорбента. Фракции,
содержащие целевое вещество, объединяли, и упа-
ривали на роторном испарителе до маслообразного
состояния. К маслянистой субстанции добавляли
толуол в соотношении 1 : 10 по объему для экстрак-
ции целевого компонента и получившуюся двух-
фазную смесь разделяли на делительной воронке.
Данную операцию повторяли 3 раза. Верхние
слои, содержавшие раствор такролимуса в толуо-
ле, объединяли. Количество такролимуса опреде-
ляли методом ВЭЖХ, как описано ниже. Для реге-
нерации сорбента добавляли равный объем смеси
0.5 M NaOH и изопропилового спирта (1 : 1). Рас-
твор декантировали и приливали свежую смесь
щелочи и спирта. Операцию проводили до пол-
ной потери окраски раствора над сорбентом. За-
тем сорбент многократно промывали водой и вы-
сушивали при 50°С.

Предварительная очистка такролимуса. Пред-
варительную очистку осуществляли на силикаге-
ле (Диасорб-100-Диол), модифицированном ди-
ольными группами, или метакрилатном сорбенте
HP2MG. Для этого сорбент упаковывали в ко-
лонку (120 × 14 мм, объемом 18.5 мл) и уравнове-
шивали изооктаном. Целевой компонент элюи-
ровали ступенчатым градиентом ацетона (от 10 до
30 об. %) в изооктане. Фракции, содержащие та-
кролимус, объединяли и упаривали под вакуу-
мом. Количество вещества во фракциях опреде-
ляли методом ВЭЖХ, как описано ниже.

Регенерация сорбентов после проведения предва-
рительной очистки. Регенерацию сорбентов осу-
ществляли путем последовательного промывания
их ацетоном (2 объема колонки) и водой (3 объема
колонки). Сорбент HP2MG дополнительно реге-
нерировали смесью изопропанол/0.5 М NaOH,
1 : 1 об. (2 объема колонки) и водой (3 объема ко-
лонки). Сорбенты после регенерации промыва-
ли ацетоном (3 объемами колонки) для удаления
воды.

Финишная очистка такролимуса. Конечную
очистку такролимуса проводили с использова-
нием сульфокатионитов, содержащих связан-
ные ионы серебра. Было испытано пять различ-
ных катионообменных смол, модифицирован-
ных серебром: Relisorb SP400/SS, Dowex 50WX8,
Диасфер-АК-СП-100, Диасорб-60-СП и Диа-
сорб-100-Сульфо. Сульфокатиониты загружали
в колонку (140 × 14 мм, объем 21.5 мл) и промы-
вали (по 3 объема) дистиллированной водой, 0.1 М
азотной кислотой и снова дистиллированной во-
дой. Затем сорбент дополнительно последова-
тельно промывали 1 М раствором нитрата сереб-
ра (2 объема) и дистиллированной водой (3 объе-
ма) для удаления не связавшихся ионов серебра и
ацетоном (3 объема) для удаления из него воды.
Смесь такролимуса и его близкородственных
аналогов, полученную на стадии предваритель-
ной очистки, растворяли в подвижной фазе до до-
стижения концентрации такролимуса 10 мг/мл в
случае использования сорбентов Диасфер-АК-
СП-100 и Dowex 50 WX8, 30 мг/мл при использо-
вании сорбента Relisorb SP 400/SS, а также
100 мг/мл – сорбентов Диасорб-60-СП и Диа-
сорб-100-Сульфо.

В качестве подвижных фаз для разделения та-
кролимуса на серебросодержащих сорбентах ис-
пользовали следующие смеси: изооктан/ацетон,
метанол/этилацетат и ацетон/ацетонитрил. Ско-
рость потока составляла 0.1–2 мл/мин. Каче-
ственный и количественный состав разделенных
фракций определяли методом ВЭЖХ, как описа-
но ниже.

Кристаллизация такролимуса. Фракции, содер-
жащие такролимус, объединяли, определяли со-
держание макролида и упаривали на роторном
испарителе досуха. В соответствии с методикой,
описанной в работе [21], к полученной масляни-
стой субстанции добавляли ацетонитрил из расчета
10 мл ацетонитрила на 1 мг такролимуса. Затем при
перемешивании медленно добавляли дистиллиро-
ванную воду в количестве, в 1.7 раза превышающем
количество ацетонитрила. Раствор оставляли на
12–14 ч при 5°С для кристаллизации продукта. Об-
разовавшиеся кристаллы отфильтровывали и взве-
шивали.

Аналитический контроль стадий выделения и
очистки такролимуса. Количественный ВЭЖХ-
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анализ такролимуса на стадии десорбции целево-
го вещества с сорбента после ферментации осу-
ществляли на хроматографе Smartline (“Knauer”,
Германия) с колонкой Диасфер С-18 (5 мкм, 4 ×
× 250 мм) (АО “БиоХимМак СТ”, Россия). Усло-
вия хроматографии: состав мобильной фазы –
ацетон/0.1% фосфорная кислота (60 : 40, об. %),
скорость потока 1 мл/мин, температура колонки
25°С. Детектирование осуществляли при 220 нм.

Качественный и количественный ВЭЖХ-
анализ такролимуса на стадии предварительной
и финишной очистки осуществляли на хромато-
графе Smartline (“Knauer”, Германия) с колон-
кой Диасфер-130-Нитрил (5 мкм, 4 × 250 мм)
(АО “БиоХимМак СТ”, Россия). Условия хрома-
тографии: состав мобильной фазы – изоок-
тан/метилтретбутиловый эфир/ацетонитрил (6 :
: 3 : 1 об./об./об.), скорость потока 0.8 мл/мин,
температура колонки 25°С. Детектирование осу-
ществляли при 220 нм.

Качественный состав продукта (включающий
наличие таких примесей, как аскомицин, десме-
тилтакролимус, С8-эпимер такролимуса и С8-
пропил-аналог такролимуса) определяли соглас-
но методике, описанной в Фармакопее США [18].
Анализ проводили на хроматографе PlatinBlue
(“Knauer”, Германия) с колонкой BlueShell 80-C18
(4.5 мкм, 3 × 150 мм) (“Knauer”, Германия). Усло-
вия хроматографии: изократическое элюирова-
ние А/Б = 68 : 32 об. %, где А – 6 мМ фосфорная
кислота/смесь ацетонитрил – метилтретбутиловый
эфир (81 : 19 об. %), смешанные в соотношении 80 :
: 20 об. % и Б – 6 мМ фосфорная кислота/смесь аце-
тонитрил – метилтретбутиловый эфир (81 : 19 об. %),
смешанные в соотношении 20 : 80 об. %; скорость
элюента 0.7 мл/мин, температура колонки 60°С.
Детектирование осуществляли при 220 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе для биосинтеза такроли-

муса штаммом S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д ис-
пользовали среду, содержавшую гидрофобный
полимерный сорбент, что являлось наиболее тех-
нологичным подходом, поскольку сорбция целе-
вого вещества проходила в течение культивиро-
вания. Это позволяло устранить деградацию та-
кролимуса продуцентом [30, 31] и увеличить
выход продукта, а также упростить процесс его
извлечения из среды по завершении биосинтеза.

Сравнительное изучение влияния на выход та-
кролимуса таких сорбентов, как амберлит XAD-7
НP, метакрилатный HP2MG и бромированный
стиролдивинилбензольный SP-207, показало,
что динамика сорбции макролида на указанных
сорбентах в процессе культивирования имела
схожий характер, достигаемые его выходы для
XAD-7 НР, HP2MG или SP-207 имели близкие
значения (690.0 ± 11.8 мг/л, 660.0 ± 12.6 и 662.0 ±
± 11.3 мг/л соответственно).

В табл. 1 приведены физико-химические ха-
рактеристики сорбентов, использованных в рабо-
те (XAD-7 НP, HP2MG и SP-207).

Проведенные исследования показали, что ми-
целий и сорбенты XAD-7 НР или HP2MG вслед-
ствие мало различающихся значений плотности
осаждались с близкими скоростями седимента-
ции, что осложняло процедуру отделения сорбен-
та от бактериальной биомассы. В свою очередь
элюция такролимуса с остатками мицелия приво-
дила к потере сорбционных характеристик сор-
бентов и осложняла их последующую регенера-
цию и повторное использование.

Сорбент SР-207 обладал наибольшей плотно-
стью по сравнению с другими использованными
в работе сорбентами (табл. 1), что делало его тех-
нологически наиболее пригодным, так как он
легко отделялся от биомассы за счет высокой ско-
рости седиментации. Отделенный от мицелия
сорбент SP-207 можно было регенерировать и да-
лее использовать в процессе ферментации.

Выход такролимуса в среде с исходным сор-
бентом SP-207 и прошедшим 3 цикла регенера-
ции составил 662.0 ± 11.3 и 657.0 ± 13.5 мг/л соот-
ветственно, что свидетельствовало о сохранении
его сорбционных свойств после многократной
регенерации.

При проведении биосинтеза в биореакторе в
среде с сорбентом SP-207 выход такролимуса со-
ставил 694.5 ± 57.7 мг/л после 10 сут культивиро-
вания с подпиткой. Всего было проведено 11 фер-
ментаций в 10 л биоректоре АНКУМ-2М с коэф-
фициентом заполнения 0.5.

Предварительная очистка такролимуса. В рамках
данной работы была исследована возможность за-
мены таких нерегенерируемых сорбентов, как ок-
сид алюминия или силикагель, на сорбенты на ос-
нове полиметилметакрилата (HP2MG) и модифи-
цированного диольной фазой кремнезема (Диасорб

Таблица 1. Характеристика сорбентов, использованных на стадии микробиологического синтеза такролимуса

Сорбент Диаметр пор, Å Поверхность, м2/г Размер частиц, мкм Плотность, г/л

XAD-7 НР 60 450 560–710 1.05
SP-207 105 600 250–840 1.18
HP2MG 170 600 300–700 1.09
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100-Диол), которые можно было регенерировать.
Эти сорбенты были выбраны вследствие их близко-
го к силикагелю и оксиду алюминия сорбционно-
хроматографического поведения (табл. 2).

Для сравнения были использованы предыдущие
данные, описанные в работах [20–26], о произво-
дительности процесса предварительной очистки
такролимуса в условиях, при которых в качестве
сорбента использовался силикагель.

Были оптимизированы концентрации и объе-
мы промывочного и элюирующего растворов
изооктан/ацетон для сорбентов HP2MG и Диа-
сорб-100-Диол. В результате была предложена
следующая схема предварительной очистки: це-
левое вещество, растворенное в толуоле, нано-
сили на сорбент, затем последовательно промы-
вали изооктаном (2 объема колонки), 10 об. %
ацетона в изооктане (2 объема колонки) и элюи-
ровали 30 об. % ацетона в изооктане (2 объема ко-
лонки). Нагрузочные характеристики сорбентов
и выходы такролимуса при проведении процесса
предварительной очистки представлены в табл. 3.

В табл. 4 приведены сравнительные данные о
содержании целевого компонента относительно
суммы такролимуса и основных примесей для
двух сорбентов, испытанных на стадии предвари-
тельной очистки. Как можно отметить, целевые
фракции не отличались по составу и, таким обра-

зом, данные сорбенты показали одинаковую эф-
фективность при удалении балластных компо-
нентов сырья.

На основании полученных данных для после-
дующей работы был выбран сорбент HP2MG. В
табл. 5 приведен состав целевой фракции после од-
ного и пяти циклов препаративной очистки – реге-
нерации на данном сорбенте, которые свидетель-
ствовали об устойчивости этого метода очистки.

Финишная очистка такролимуса. В табл. 6 при-
ведены характеристики сульфокатионитов на ос-
нове метилметакрилата (Relisorb SP 400/SS и Диа-
сфер-АК-СП-100), стирол-дивинилбензола (Dowex
50WX8) и силикагеля (Диасорб-60-СП и Диасорб-
100-Сульфо), отличающиеся как природой матри-
цы, так и строением привитой группы.

Все изученные полимерные сульфокатиониты
не показали достаточной селективности при от-
делении такролимуса от аналогов.

Наилучшие результаты были получены при
использовании сорбента Relisorb SP 400/SS и в
качестве элюента смеси изооктан/ацетон при на-
грузке сорбента 3 мг/мл, скорости потока 1 объем
колонки в 1 ч по следующей схеме элюирования:
0–2 объема колонки – 5 об. % ацетон/изооктан,
2–4 объема колонки – 20 об. % ацетон/изооктан,
4–5 объема колонки – 30 об. % ацетон/изооктан,

Таблица 2. Характеристика сорбентов, использованных на стадии предварительной очистки такролимуса
Сорбент Размер частиц, мкм Диаметр пор, Å Тип сорбционных центров

Силикагель 63–200 100 Силанольные группы
HP2MG 300–700 170 Сложноэфирные группы
Диасорб 100-Диол 60–200 100 Диольные группы

Таблица 3. Нагрузочная характеристика сорбентов, использованных на стадии предварительной очистки такро-
лимуса

Сорбент Нагрузка по FK-506, 
мг/мл Регенерируемость

Выход 
такролимуса, 

%

Объем израсходованного 
органического 
растворителя, 

количество объемов 
колонки

Силикагель 4 – 80 6
HP2MG 5 + 85 6
Диасорб 100-Диол 5 + 80 6

Таблица 4. Состав целевых фракций после очистки такролимуса на сорбентах HP2MG и Диасорб 100-Диол

Компонент
Содержание компонента в смеси после очистки на сорбенте, %

Диасорб 100-Диол HP2MG

Такролимус 75 76
Аскомицин 10 10
8-Пропил аналог такролимуса 3 4
Неидентифицированные примеси 12 10
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5–6 объема колонки – 40 об. % ацетон/изооктан.
При этом можно отметить, что сорбент обладал
низкой селективностью и не позволял добиться
хорошего разделения такролимуса и его аналогов
(рис. 3а).

Заметная селективность достигалась при ис-
пользовании сорбента Диасфер-АК-СП-100 и в ка-
честве элюента этилацетата при нагрузке 3 мг/мл и
скорости потока 1.5 объема колонки в 1 ч в режи-
ме изократического элюирования. Как видно на
рис. 3б, выход целевого вещества при этом соста-
вил около 50%, а значительная часть такролимуса
(43%) элюировалась вместе с аскомицином и 8-
пропил-аналогом такролимуса. Снижение на-
грузки не приводило к значительному улучше-
нию разделения компонентов.

Подобрать условия разделения не удалось и на
сорбенте Dowex WX8. Аскомицин, 8-пропил-ана-
лог такролимуса и такролимус элюировались прак-
тически одновременно (рис. 3в). Можно предполо-
жить, что это связано с недоступностью большей
части внутренней поверхности сорбента для разде-
ляемых молекул такролимуса и его примесей
вследствие набухания сорбента в органическом
растворителе.

Сульфокатиониты на основе силикагеля (Диа-
сорб-60-СП и Диасорб-100-Сульфо) показали вы-
сокую селективность при разделении такролимуса
и его аналогов.

Для сорбента Диасорб-100-Сульфо высокая се-
лективность была достигнута при использовании в
качестве элюента ацетона. При нагрузке 8 мг/мл и
скорости потока 2.35 объема колонки в 1 ч выход
целевого вещества составил 70%, степень очистки
продукта – 96.7% (рис. 3г), а производительность –
2.95 мг такролимуса/(мл сорбента × ч).

Неожиданный результат был получен для сор-
бента Диасорб-60-СП (рис. 3д). При использова-
нии в качестве элюента 100%-ного ацетона (на-
грузка 10.5 мг/мл сорбента, поток 3.5 объема ко-
лонки в час) в двух объемах колонки элюировались
только аналоги такролимуса (аскомицин и 8-про-
пил-аналог-такролимуса), а для элюции такроли-
муса была необходима добавка ацетонитрила в
ацетон (не менее 5 об. %). При 30 об. % ацетонит-
рила такролимус элюировался в следующих двух
объемах колонки.

Таким образом, было показано, что отделение
такролимуса от аналогов можно провести даже в
сорбционном режиме. Производительность данно-
го метода составила 8.35 мг такролимуса/(мл сор-
бента × ч), что оказалось в 28 раз эффективнее
процесса разделения на цианосеребряных сор-
бентах [27], которые считаются наиболее эффек-
тивными из импрегнированных сорбентов. Ха-
рактеристики разделения были устойчивы после
проведения 15 последовательных циклов очист-
ки, а снижения селективности процесса не было
выявлено.

Процесс очистки такролимуса на сорбенте
Диасорб-60-СП был реализован также и в режиме
проточной хроматографии (рис. 3е). При изокра-
тическом элюировании в системе 5 об. % ацето-
нитрила в ацетоне, нагрузке 8.8 мг/мл и скорости
потока 2.55 объема колонки в 1 ч выход целевого
вещества составил 80%. Производительность ме-
тода – 7.04 мг такролимуса/(мл сорбента × ч), со-
держание аскомицина – 1–1.2%, чистота целевой
фракции – 96.2% (сумма площадей пиков такро-
лимуса, С19-эпимера такролимуса и такролиму-
са-открытое кольцо).

Таблица 5. Состав целевых фракции после 1 и 5 циклов препаративной очистки такролимуса на сорбенте
HP2MG

Компонент
Содержание компонента в смеси, %

после 1 цикла очистки после 5 циклов очистки –регенерации

Такролимус 76 75
Аскомицин 12 13
8-Пропил аналог такролимуса 3 4
Неидентифицированные примеси 9 8

Таблица 6. Характеристика сорбентов, использованных на стадии финишной очистки такролимуса

Сорбент Тип матрицы Размер частиц, 
мкм Диаметр пор, Å Емкость,

ммоль экв/г

Relisorb SP 400/SS Полиметилметакрилат 50–150 800–1000 0.1
Диасфер-АК-СП-100 Полиметилметакрилат 40–120 500–800 0.7
Dowex 50WX8 Стиролдивинилбензол 37–74 45–60 1.7
Диасорб-60-СП Силикагель 50–70 60 0.6
Диасорб-100-Сульфо Силикагель 63–200 100 0.49
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Таким образом, использование сульфокатиони-
тов на основе силикагеля позволяло реализовать
процесс очистки такролимуса от аналогов с высо-
кой селективностью и выходом, а также производи-

тельностью, превышающей известную [19–28] бо-
лее чем в 20 раз.

Дальнейшее увеличение производительности
может быть достигнуто за счет оптимизации фрак-

Рис. 3. Хроматограммы препаративного разделения такролимуса (1) и его аналогов – аскомицина (2) и 8-пропил-ана-
лога такролимуса (3) на сорбентах Relisorb SP 400/SS (a), Диасфер-АК-СП-100 (б), Dowex 50 WX8 (в), Диасорб-100-
Сульфо (г), Диасорб-60-СП (д, е) (на оси Х об./об. − объем фракций, выраженный в объемах колонки).
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ционного состава сорбентов и нагрузочных харак-
теристик процесса.

Сравнение хроматограмм на рис. 3г и 3д пока-
зало, что сорбент с размером частиц 50–70 мкм
(рис. 3д) обеспечивал меньшую ширину хромато-
графических зон по сравнению с сорбентом с раз-
мером частиц 63–200 мкм (рис. 3г). Для сорбента
Диасорб-100-Сульфо при достигнутой селектив-
ности процесса нагрузочные характеристики и
производительность могут быть заметно увеличе-
ны при переходе к частицам с размером 50 мкм.

На рис. 3д видно, что емкость сорбента Диа-
сорб-60-СП в сорбционном режиме очистки ис-
пользовалась лишь частично, и нагрузочные ха-
рактеристики процесса и производительность
могут быть значительно увеличены.

После кристаллизации такролимус соответ-
ствовал требованиям фармакопеи [18] по хрома-

тографической чистоте продукта, равной 99.3%
(рис. 4 и табл. 7).

Таким образом, разработана схема выделения и
очистки такролимуса со значительно возросшей
производительностью на ключевой стадии процес-
са, при которой соблюдались требования по чисто-
те, предъявляемые к субстанции такролимуса. Ис-
пользование на стадии биосинтеза бромированно-
го стирол-дивинилбензольного сорбента SP-207 с
повышенной плотностью позволило упростить
стадию выделения такролимуса из культуральной
среды. На стадии первичной очистки показана
возможность использования регенерируемых сор-
бентов на основе метилметакрилата (HP2MG) и
химически модифицированного силикагеля. При-
менение на стадии конечной очистки сорбентов с
силикагелевой матрицей с привитыми сульфопро-
пильными группами, модифицированными иона-
ми серебра, приводило к достижению высокой се-
лективности и производительности процесса.

Работа выполнена при финансовой поддержке
государственного задания (проект № АААА-А16-
116062110077-6).
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Biosynthesis of Tacrolimus by the Streptomyces tsukubensis VKM Ac-2618D Strain
in the Presence of Polymeric Sorbents and Development of a Method 

for Its Isolation and Purification
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Tacrolimus is known as one of the most effective immunosuppressive agents. This macrocyclic polyketide is
synthesized by actinobacteria of the genus Streptomyces, however, the process is accompanied by the undesir-
able formation of close structural analogues. For now, the problem of the efficient isolation and purification
of tacrolimus according to the requirements of pharmacopeia is still unsolved. An original method of tacro-
limus biosynthesis by the actinobacterial strain Streptomyces tsukubensis VKM Ac-2618D using brominated
styrene-divinylbenzene sorbent SP-207 was developed. This approach allowed to reduce the undesirable de-
struction of tacrolimus, increase its yield and simplifying the isolation procedure from the culture medium.
The preliminary purification stage was optimized by utilization of regenerated sorbents based on methyl
methacrylate (HP2MG) and chemically modified silica gel (Diasorb-100-Diol). The implementation of the
silica gel sorbents with grafted sulfonic groups modified with silver ions at the finishing purification step al-
lowed significantly increase the productivity of this key stage. The yield of tacrolimus according to the devel-
oped method was around 60–70%. The results could be implemented for the full-cycle production develop-
ment of the pharmaceutical grade tacrolimus.

Keywords: biosynthesis, tacrolimus, Streptomyces tsukubensis, sorbent SP-207, chromatography, isolation,
purification, ascomycin, tacrolimus 8-propyl-analog
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Изучено влияние электропорации на жизнеспособность, чувствительность к антибиотикам и адге-
зивную активность по отношению к н-гексадекану клеток Rhodococcus ruber ИЭГМ 231. Установле-
но, что после электропорации при напряжении 9 и 12.5 кВ/см жизнеспособность родококков сни-
жалась на 85–96%, а их чувствительность к бензилпенициллину, гентамицину, клотримазолу,
неомицину и цефазолину повышалась на 8–46%. При этом динамика повышения чувствительности
зависела от природы антибиотика и времени восстановления клеток после электропорации. Наибо-
лее высокая антибиотикочувствительность, коррелирующая с повышением степени адгезии к угле-
водороду, была зарегистрирована для электропорированных клеток после 24-часового периода вос-
становления, соответствующего переходу культуры в стационарную фазу роста. Отмечено появле-
ние спонтанных мутантов R. ruber ИЭГМ 231, устойчивых к воздействию 200 мкг/мл канамицина и
характеризующихся пониженной гидрофобностью клеточной стенки. Полученные результаты мо-
гут быть использованы при подборе оптимального режима электротрансформации родококков, в
частности, повышения выживаемости клеток и сокращения периода их восстановления после элек-
тропорации, а также снижения концентрации антибиотика в селективной среде для эффективного
отбора рекомбинантных клонов.

Ключевые слова: актинобактерии, Rhodococcus, электропорация, антибиотикочувствительность, гид-
рофобность, клеточная адгезия
DOI: 10.31857/S0555109920060082

Электропорация − создание пор в клеточной
мембране под воздействием кратковременного
электрического импульса высокого напряжения,
широко используется в медицине и является
удобным инструментов в решении таких биотех-
нологических задач, как генетическая трансфор-
мация клеток, экстракция биомолекул, инактива-
ция микроорганизмов в сточных водах, нетерми-
ческая пастеризация продуктов питания и др. [1].
Диполи воды проникают в липидный бислой
мембраны под влиянием короткого импульса
продолжительностью от 10 мкс до 10 мс и мощно-
стью от 1 до 20 кВ/см и вызывают переориента-
цию фосфолипидов, формируя поры для транс-
порта макромолекул как внутрь, так и наружу
клетки [2]. Электрический импульс высокого на-
пряжения оказывает действие также на клеточную
стенку бактерий, в которой под его воздействием
формируются многочисленные перфорации пеп-
тидогликанового слоя, облегчающие транспорт
молекул [3].

Была доказана связь между действием элек-
трического тока на бактериальные клетки и по-
вышением их чувствительности к антибиотикам,
биоцидам и растворителям, которая получила на-
звание “биоэлектрический эффект” [4]. Биоэлек-
трический эффект исследован при воздействии
постоянного слабого электрического тока, одна-
ко практически не изучено влияние тока высоко-
го напряжения на эффективность антибиотиче-
ских препаратов [5, 6].

Трансформация бактерий с использованием
электропорации (или электротрансформация) от-
носится к распространенному методу доставки ге-
нетического материала внутрь клеток. При этом в
качестве селективных маркеров для отбора транс-
формированных клеток часто используют генные
кассеты антибиотикорезистентности [7]. Однако
многие исследователи сталкиваются с проблемой
восстановления трансформантов после электро-
порации, так как высокое напряжение оказывает

УДК 579.2
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комплексное стрессорное воздействие на бакте-
риальные клетки. Было отмечено, что жизнеспо-
собность клеток падает после электропорации [3],
в связи с этим для повышения эффективности
трансформации предложено увеличить время
восстановления бактерий в питательном бульоне
или на агаре [8]. Оказалось также, что для отбора
рекомбинантных клонов довольно трудно подо-
брать оптимальную концентрацию антибиотика в
селективной среде, поскольку его низкая концен-
трация приводит к появлению “ложноположи-
тельных” колоний, а слишком высокая – вызыва-
ет гибель трансформированных клеток.

Углеводородокисляющие актинобактерии ро-
да Rhodococcus метаболизируют сложные органи-
ческие субстраты, обладают уникальными фер-
ментными комплексами и устойчивостью к экс-
тремальным условиям среды, что обуславливает
не только их биотехнологический потенциал в
качестве нефтедеструкторов и продуцентов био-
сурфактантов, но и интерес к созданию генетиче-
ски модифицированных штаммов родококков
[8–11]. При этом родококки относят к традици-
онно трудной для электротрансформации группе
бактерий вследствие их мощной гидрофобной
клеточной стенки и сложного морфогенетиче-
ского цикла развития [8, 9, 11]. Важным этапом
нефтедеструкции является адгезия к углеводо-
родным субстратам [12], что подразумевает изуче-
ние адгезивной активности родококков при воз-
действии различных физических факторов, в том
числе электропорации.

Цель работы – изучение влияния электропо-
рации на жизнеспособность, антибиотикочув-
ствительность и адгезивную активность родокок-
ков по отношению к углеводородному субстрату.

МЕТОДИКА

Объект исследования и условия культивирова-
ния. В работе использовали культуру актинобак-
терии Rhodococcus ruber ИЭГМ 231, поддерживае-
мую в Региональной профилированной коллек-
ции алканотрофных микроорганизмов ИЭГМ
УрО РАН (WFCC #768; www.iegmcol.ru). Клетки
выращивали на питательном агаре при 28°С.

Приготовление электрокомпетентных клеток и
условия электропорации. В колбах Эрленмейера к
200 мл бульона Луриа-Бертани (LB), содержаще-
го 2% глицина, вносили 10 мл стационарной
культуры. Культуру предварительно выращивали
на качалке (160 об./мин) при 28°C до достижения
поздней экспоненциальной фазы (ОП550 не более
0.9), охлаждали на льду в течение 20 мин, клетки
осаждали центрифугированием при 3000 g в тече-
ние 20 мин при 4°С. Клеточный осадок дважды
промывали деионизированной водой при 4°С и
ресуспендировали в 15%-ном глицерине [8]. Сус-

пензию электрокомпетентных клеток (100 мкл)
электропорировали в кюветах (0.2 см) при 2.5 кВ
(12.5 кВ/см) или 1.8 кВ (9 кВ/см) с использовани-
ем электропоратора Pulser Transformation Appara-
tus (“Bio-Rad”, США). Затем к клеткам добавляли
0.9 мл LB и высевали на агаризованную среду LB
незамедлительно или после 2, 4 и 24 ч инкубации
при 28°С.

Определение жизнеспособности клеток. Для
определения жизнеспособности клеток исполь-
зовали набор LIVE/DEAD® BacLightTM (Bacterial
Viability Kit, “Invitrogen”, США). Каплю бактери-
альной суспензии (10 мкл) помещали на покров-
ное стекло (24 × 50 × 0.15 мм), смешивали с экви-
валентным объемом красителя и подсушивали на
воздухе в темноте в течение 10 мин. Затем клетки
промывали деионизированной водой и сканиро-
вали с помощью конфокального лазерного ска-
нирующего микроскопа (КЛСМ) Olympus FV1000
(“Olympus Corporation”, Япония) с использова-
нием иммерсионного объектива Plan Apo VC
(увеличение 100x, числовая апертура 1.4). Для
возбуждения флуоресценции красителей SYTO 9
и пропидиум йодида применяли аргоновый лазер
(λ = 488 нм) с 505–525 нм барьерным фильтром и
гелий-неоновый лазер (λ = 543 нм) с 560–660 нм
барьерным фильтром соответственно. Анализ по-
лученных изображений проводили с помощью
программы FV10 ASW 3.1 (“Olympus Corporation”,
Япония).

Определение антибиотикочувствительности ро-
дококков. Чувствительность клеток к антибиоти-
кам определяли дискодиффузионным методом с
использованием индикаторных дисков, пропитан-
ных антибиотическими препаратами следующих
групп: аминогликозидов (неомицин, гентамицин
и канамицин), бета-лактамных антибиотиков из
группы цефалоспоринов (цефазолин) и пеницил-
линов (бензилпенициллин), а также производного
имидазола широкого спектра действия (клотрима-
зол) (“НИЦФ”, Россия). Результаты учитывали на
3 сут, измеряя диаметр (в мм) зоны отсутствия
бактериального роста вокруг соответствующего
диска. Изменение чувствительности клеток выра-
жали в процентах по отношению к контролю. До-
полнительно определяли чувствительность родо-
кокков к канамицину (10–100 мкг/мл) методом
серийных разведений в агаре. Эксперименты
проводили в пятикратной повторности.

Определение адгезии клеток к н-гексадекану.
Адгезивную активность родококков определяли
по отношению к н-гексадекану (массовая доля
основного вещества 98%, “Вектон”, Россия) с по-
мощью MATH-теста (Microbial Adhesion to Hy-
drocarbons – микробная адгезия к углеводородам)
по модифицированной методике [12]. Экспери-
менты проводили в десятикратной повторности.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние электропорации на жизнеспособность

родококков. Как видно на рис. 1, электропорация
при напряжении 9.0 и 12.5 кВ/см вызывала сни-
жение степени жизнеспособности бактериаль-
ных клеток на 85 и 96% соответственно (p < 0.05),
что согласовывалось с данными работ [3, 7]. Так,
электропорация при более низком напряжении
(7.5 кВ/см) снижала жизнеспособность предста-
вителей Lactobacillus и Bifidobacterium на 5–17%
[3]. В работе гибель клеток объяснялась потерей
клеточного содержимого при формировании пор
и перекисным окислением липидов мембраны.

Влияние электропорации на антибиотикочув-
ствительность родококков. Как видно на рис. 2,
изменение антибиотикочувствительности элек-
тропорированных и контрольных клеток R. ruber
зависело от природы антибиотика и времени по-
следующего восстановления после электропора-
ции. Так, диаметры зоны отсутствия роста элек-
тропорированных клеток под действием бензил-
пенициллина и цефазолина на 1–6 мм превышали
контрольные значения в течение всего периода
восстановления, при этом характеризуясь сход-
ной динамикой. Чувствительность электропори-
рованных и контрольных клеток к неомицину и
клотримазолу изменялась аналогичным образом
в первые 4 ч, но становилась различной – к 24 ч
культивирования. В то же время по отношению к
гентамицину и канамицину наблюдались проти-
воположные изменения чувствительности клеток
на протяжении всего периода наблюдения. После
24 ч культивирования антибиотикочувствитель-
ность контрольных клеток, как правило, снижа-
лась, а электропорированных – повышалась. При
этом если через 0–4 ч после электропорации зна-
чения диаметра стерильных зон под действием
большинства исследованных антибиотиков пре-
вышали контрольные значения лишь на 1–5 мм,
то после 24 ч – уже на 4–9 мм. Особенно большие

различия через 24 ч опытных и контрольных зна-
чений отмечены по отношению к неомицину
(19.2 и 28.0 мм соответственно), гентамицину
(29.9 и 36.9 мм) и клотримазолу (14.1 и 18.1 мм).
Среди исследуемых антибиотиков наблюдали по-
нижение чувствительности через 4 и 24 ч после
электропорации лишь по отношению к канами-
цину как у контрольных, так и опытных клеток.

Сравнительный анализ изменения антибиоти-
кочувствительности родококков под действием
электропорации показал (табл. 1), что чувстви-
тельность клеток ко всем антибиотикам за ис-
ключением канамицина повышалась в среднем
на 16%, причем этот эффект был наиболее выра-
жен у культур после 24-часового периода восста-
новления и составлял 27% (ANOVA, p = 0.047).
Это указывало на формирование электропориро-
ванными клетками R. ruber ИЭГМ 231 значитель-
но более чувствительной к антибиотикам культу-
ры стационарной фазы роста, характеризующейся
распадом ветвящегося первичного мицелия на
укороченные палочковидные и кокковидные фор-
мы (рис. 1). В то же время контрольные клетки в
данной фазе роста характеризовались постоянной
или несколько пониженной антибиотикочув-
ствительностью (за исключением бензилпени-
циллина, рис. 2). В работе [11] было показано рез-
кое снижение эффективности электротрансфор-
мации клеток родококков в стационарной фазе
роста и последующего восстановления трансфор-
мантов на среде с ампициллином и тиострепто-
ном по сравнению с экспоненциально растущи-
ми клетками.

В целом, наиболее выраженное повышение
чувствительности клеток R. ruber ИЭГМ 231 после
электропорации наблюдалось к антибиотикам
бета-лактамного ряда (цефазолину и бензилпе-
нициллину) и неомицину (табл. 1). Наименьший
эффект электропорация оказывала на чувстви-
тельность родококков к канамицину, при этом

Рис. 1. КЛСМ изображения контрольных клеток R. ruber ИЭГМ 231 (а), после их электропорации при 9 кВ/см (б) и
12.5 кВ/см (в); живые клетки светятся зеленым светом, мертвые – красным

5 мкм 5 мкм 5 мкм

(a) (б) (в)



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2020

ВЛИЯНИЕ ЭЛЕКТРОПОРАЦИИ НА ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ 615

Рис. 2. Зависимость показателя антибиотикочувствительности (1 и 2 диаметр зоны отсутствия роста в опыте и контро-
ле, мм) клеток R. ruber ИЭГМ 231 по отношению к бензилпенициллину (а), цефазолину (б), неомицину (в), гентами-
цину (г), клотримазолу (д) и канамицину (е) от времени их восстановления после электропорации
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появление спонтанно устойчивых к канамицину
колоний наблюдалось, как в случае электропори-
рованных, так и контрольных клеток. Поскольку
при отборе трансформированных клеток ген рези-
стентности к канамицину часто используется в ка-
честве маркерного [8], обнаруженное повышение
устойчивости родококков к данному антибиотику,

спонтанное или обусловленное электропорацией,
может значительно снижать эффективность их
электротрансформации из-за большого числа
“ложноположительных” колоний.

Определение чувствительности родококков к
различным концентрациям (10–100 мкг/мл) ка-
намицина выявило 60%-ное повышение жизне-
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способности электропорированных клеток R. ru-
ber ИЭГМ 231 при использовании 10 мкг/мл ка-
намицина и снижение на 38–44% относительно
контроля в присутствии более высоких (20 и
40 мкг/мл) концентраций антибиотика (рис. 3). В
работе [13] показано, что под воздействием по-
стоянного электрического тока низкого напря-
жения (0.8 В/см) жизнеспособность почвенных
актинобактерий также снижалась на 40% при до-
бавлении в среду субингибиторных (5 мкг/мл)
концентраций тетрациклина, хлортетрациклина,
и окситетрациклина. Как видно на рис. 3, жизне-
способность электропорированных и контроль-
ных клеток снижалась практически одинаково в
присутствии 30, 50 и 100 мкг/мл канамицина, что
согласовывалось с данными, полученными дис-
кодиффузионным методом. Таким образом, для
отбора трансформантов R. ruber с маркером рези-
стентности к канамицину целесообразно исполь-
зование повышенной (50–100 мкг/мл) концен-
трации антибиотика в селективной среде.

Влияние электропорации на адгезию родококков
к н-гексадекану. Проблема формирования биопле-
нок микроорганизмами в экстремальных условиях
существования стимулировала изучение воз-
действия физических факторов на адгезивные
свойства клеток. Было показано [14], что воз-
действие слабого постоянного тока (20–40 мА)
способствовало повышению гидрофобности кле-
точной поверхности и отрицательного заряда сме-
шанной культуры почвенных бактерий-деструкто-
ров фенола, влияя на эффективность их адгезии к
различным субстратам. Изменение поверхностных
свойств бактерий происходило преимущественно
после 3–5 ч воздействия током, при этом более
высокая сила тока оказывала более выраженный
эффект на клеточную адгезию к н-октану.

По полученным данным адгезивная актив-
ность клеток R. ruber ИЭГМ 231 по отношению к
н-гексадекану не изменялась через 4 ч после элек-
тропорации, однако уровень адгезии клеток к
гидрофобному субстрату возрастал от 95.6 до 98%
(p < 0.05) после 24-часового периода восстановле-
ния (рис. 4). Можно предположить, что электро-
порация приводила к повышению степени гидро-

фобности клеточной поверхности и, как след-
ствие, увеличению адгезии к н-гексадекану, но при
этом требовалось время для изменения липидного
состава и электростатических свойств клеток [12].
Обнаруженное повышение в результате электро-
порации адгезивной активности родококков к уг-
леводородному субстрату необходимо учитывать
при изучении экспрессии генов адгезии к жидким
углеводородам у бактерий-нефтедеструкторов с
использованием полученных ранее Tn5-мутант-
ных клонов R. ruber ИЭГМ 231 [12].

Сделана попытка выявления связи между по-
вышением чувствительности родококков к анти-
биотикам и их адгезивной активностью к гидро-
фобному субстрату после электропорации. В ре-
зультате не было обнаружено статистически
значимой корреляции (R = 0.03, p < 0.05) между
гидрофобностью антибиотиков, измеряемой как
коэффициент распределения в системе октанол–
вода (logPo/w) [15, 16], и повышением чувстви-
тельности к ним электропорированных клеток
родококков (табл. 2). Тем не менее, отмечено, что
чувствительность родококков к наиболее гидро-
фобным антибиотикам – бензилпенициллину и
клортримазолу, в первые 2 ч после электропора-

Таблица 1. Изменение антибиотикочувствительности (% к контролю) клеток R. ruber ИЭГМ 231 после электро-
порации

Антибиотик
Время восстановления после электропорации, ч

0 2 4 24 Среднее значение

Бензилпенициллин 12.03 3.83 20.42 16.37 13.16
Цефазолин 25.84 29.66 28.86 21.61 26.49
Клотримазол –0.94 –3.75 7.43 28.30 7.76
Неомицин 6.87 11.91 16.73 46.18 20.42
Гентамицин –1.00 16.61 3.55 23.66 10.71
Канамицин –11.76 16.07 –3.01 –9.02 –1.93

Рис. 3. Жизнеспособность клеток R. ruber ИЭГМ 231
после электропорации (2, контроль) и 4 ч инкубации
в присутствии субингибиторных концентраций кана-
мицина (1).
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ции практически не отличалась от контрольных
показателей и лишь через 4 ч начинала постепен-
но возрастать (рис. 2). Это согласовывалось с ре-
зультатами MATH-теста: степень адгезии клеток
к гидрофобному субстрату увеличилась через 24 ч
после электропорации, что, по-видимому, облег-
чало транспорт гидрофобных антибиотиков
внутрь клеток вследствие повышения гидрофоб-
ности клеточной стенки. В то же время чувстви-
тельность клеток к действию наиболее гидро-
фильных антибиотиков из группы аминоглико-
зидов (неомицина, канамицина и гентамицина)
возрастала уже в первые часы после электропора-
ции, а через 24 ч были выявлены разнонаправлен-
ные эффекты: повышение чувствительности к
неомицину и гентамицину и снижение – к кана-
мицину (рис. 2). Следует отметить, что спонтан-
ные мутанты R. ruber ИЭГМ 231, устойчивые к
воздействию 200 мкг/мл канамицина, обладали
пониженной адгезией к н-гексадекану по сравне-
нию с контролем (p < 0.05) (рис. 4), что свидетель-
ствовало о специфическом механизме резистент-
ности к данному антибиотику, не связанном с из-
менением гидрофобности клеточной стенки.
Согласно [17], степень гидрофобности клеток

Staphylococcus aureus, S. saprophyticus и Pseudomonas
aeruginosa снижалась на 23–47% в присутствии
субингибиторной и повышенной концентрации
цефуроксима, цефотаксима и амикацина. Однако
результаты других работ [18–21] сильно различа-
лись, и зависели от вида бактерий и антибиотика.
Например, в работе [21] установлено, что степень
гидрофобности клеток Streptococcus sobrinus под
воздействием субингибиторных концентраций
канамицина, гентамицина, стрептомицина, хло-
рамфеникола, ванкомицина и новобиоцина по-
вышалась на 6–75%, но в присутствии таких же
количеств эритромицина, линкомицина, клокса-
циллина, оксациллина и рифампинома – снижа-
лась на 18–74%. Полученные данные объясня-
лись влиянием антибиотиков на активность глю-
кансвязывающих лектинов, увеличение которой
приводило к пропорциональному снижению сте-
пени гидрофобности клеток, однако механизм
этого процесса остался не выясненным.

Полученные в настоящей работе данные сви-
детельствовали о том, что связь между молекуляр-
ной массой антибиотиков и повышением чувстви-
тельности к ним родококков после электропорации
слабая или совсем отсутствует (R = –0.03, p < 0.05).
Например, увеличение чувствительности к неоми-
цину, в молекуле которого содержится три остатка
аминосахаров, было в 2 раза выше, чем к содержа-
щему всего два остатка гентамицину (табл. 2). Это
согласовывалось с результатами исследования [22]
планктонных и иммобилизованных форм коагу-
лазонегативных стафилококков, в котором было
показано, что размеры молекул цефазолина, ван-
комицина, диклоксациллина, тетрациклина и ри-
фампицина не оказывали видимого эффекта на
чувствительность к ним бактериальных клеток.

Таким образом, выявленное в настоящей ра-
боте повышение антибиотикочувствительности
клеток R. ruber ИЭГМ 231 в результате электропо-
рации, коррелирующее с увеличением степени их
адгезии к н-гексадекану, требует дальнейшего
изучения. Полученные результаты могут быть ис-
пользованы при подборе оптимального режима
электротрансформации родококков, в частности,

Рис. 4. Адгезия (%) к н-гексадекану клеток R. ruber
ИЭГМ 231, выращенных в среде LB (1, контроль), че-
рез 4 (2) и 24 ч (3) после электропорации, спонтанно
резистентные к канамицину (4, 200 мкг/мл)
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Таблица 2. Зависимость изменения антибиотикочувствительности электропорированных клеток R. ruber ИЭГМ
231 от молекулярной массы и гидрофобности антибиотиков

Антибиотик Mr, г/моль logPo/w

Изменение антибиотико- 
чувствительности клеток после 

электропорации, %

Бензилпенициллин 334.39 1.8 13.16
Гентамицин 477.60 –3.1 10.71
Канамицин 484.50 –6.3 –1.93
Клотримазол 344.84 0.5 7.76
Неомицин 614.64 –7.8 20.42
Цефазолин 454.51 –0.6 26.49
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уменьшения напряженности электрического по-
ля для повышения выживаемости клеток, а также
сокращения периода их восстановления после
электротрансформации и снижения концентра-
ции антибиотика в селективной среде для эффек-
тивного отбора рекомбинантных клонов. При
этом целесообразно избегать перехода культуры
электропорированных клеток R. ruber в стацио-
нарную фазу роста, при которой значительно воз-
растает их антибиотикочувствительность.

Работа выполнена в рамках госзаданий
AAAAA19-119112290010-7 (ИЭГМ УрО РАН) и
АААА-А20-120070600010-9 (ПГНИУ) и при ча-
стичной финансовой поддержке Российского фон-
да фундаментальных исследований (проект № 18-
29-05006).
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Electroporation Effects on Rhodococcus ruber IEGM 231 Antibiotic Susceptibility 
and Adhesive Activity Towards n-Hexadecane

M. S. Kuyukinaa, b, *, A. M. Varushkinaa, b, and I. B. Ivshinaa, b

aInstitute of Ecology and Genetics of Microorganisms of the Ural Branch of the Russian Academy of Sciences,
Perm, 614081 Russia

bPerm State University, Perm, 614990 Russia
*e-mail: kuyukina@iegm.ru

Electroporation effects on viability, antibiotic susceptibility and adhesive activity of Rhodococcus ruber IEGM 231
towards n-hexadecane were investigated. An 85–96% reduction of cell viability was observed after electropora-
tion at 9 and 12.5 kV/cm. As a result of electroporation, the antibiotic susceptibility of rhodococci increased by
8–46% towards benzylpenicillin, gentamicin, clotrimazole, neomycin and cefazolin. Different dynamics of an-
tibiotic susceptibility was revealed depending on the antibiotic used and the сell recovery time after electropora-
tion. The highest antibiotic susceptibility correlated with increased adhesion to hydrocarbon was recorded for
electroporated cells after a 24 h recovery period corresponding to the culture entrance into the stationary growth
phase. However, spontaneous mutants of R. ruber IEGM 231 resistant to 200 μg/ml of kanamycin were charac-
terized by reduced cell wall hydrophobicity. These findings can be used for electrotransformation of hydrocar-
bon-oxidizing rhodococci in order to increase the efficiency of recombinant clone selection by reducing the cell
recovery period and lowering the antibiotic concentration in a selective medium.

Keywords: actinobacteria, Rhodococcus, electroporation, antibiotic susceptibility, hydrophobicity, cell adhesion
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Предварительная обработка органической фракции твердых коммунальных отходов (ОФ-ТКО) –
необходимая стадия процесса для ускорения анаэробного сбраживания, которая позволяет избе-
жать быстрого закисления и ингибирования метаногенеза. Впервые показано влияние предобра-
ботки в аппарате вихревого слоя (АВС) на физико-химические свойства и характеристики анаэробного
термофильного двухфазного сбраживания ОФ-ТКО. Предобработка в АВС приводила к снижению со-
держания жира, увеличению рН, небольшому увеличению содержанию белка в расчете на сухое веще-
ство, изменению плотности и содержания сухих веществ. Обработка ОФ-ТКО в АВС в течение 2 мин
позволяла увеличить удельный выход биогаза и метана на 11.6 и 15.8% соответственно.

Ключевые слова: органическая фракция твердых коммунальных отходов, аппарат вихревого слоя,
предварительная обработка, двухфазная анаэробная ферментация, термофильный процесс, биогаз
DOI: 10.31857/S0555109920060112

С ростом населения Земли проблема переработ-
ки и утилизации твердых коммунальных отходов
(ТКО) становится все более актуальной. Микро-
биологическая переработка органической фрак-
ции твердых коммунальных отходов (ОФ-ТКО),
состоящей в основном из пищевых отходов и бума-
ги, является более привлекательным и экологич-
ным подходом, по сравнению с термохимической
конверсией или захоронением на полигонах ТКО.
Компостирование – наиболее часто используемый
вариант переработки ТКО не только в России, но
и других развитых странах США, Англия, Фран-
ция и др. [1, 2]. Однако длительность процесса,
влияние на изменение климата за счет выделения
СО2, метана, а также пахучих летучих органиче-
ских соединений и возможное распространение
патогенных микроорганизмов являются основ-
ными проблемами компостирования. В Европей-
ских странах все большее внимание стали уделять
анаэробным процессам переработки биоотходов,
поскольку они позволяют исключить упомяну-
тые выше негативные последствия процесса ком-

постирования и получить энергию и биоудобре-
ние [3].

Традиционно, анаэробное сбраживание в ме-
тантенках осуществляется в условиях высокой
влажности (содержание сухих веществ не более
15%) сбраживаемой массы и применяется для пе-
реработки жидких отходов, таких как сточные во-
ды, осадки сточных вод, животноводческие стоки
и стоки скотобоен. Для переработки сухих и по-
лусухих отходов, в частности ОФ-ТКО, более
перспективной является технология твердофаз-
ной анаэробной ферментации, которая прово-
дится при влажности не более 85%. По сравне-
нию с жидкофазной анаэробной ферментацией
ОФ-ТКО, твердофазная имеет ряд преимуществ:
для переработки одного и того же количества отхо-
да требуется реактор меньшего объема, при этом
получаемое биоудобрение имеет меньшую влаж-
ность, что облегчает его дальнейшую переработку
(не требуется обезвоживание), ниже затраты энер-
гии на обогрев системы, нет необходимости прово-
дить очистку иловых вод метантенков [4, 5].

УДК 579.62
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Пищевые отходы, входящие в состав ОФ-ТКО,
содержат натуральные волокна, углеводы, белки,
жиры и липиды, витамины и минеральные веще-
ства [6]. Помимо пищевых отходов, ОФ-ТКО со-
держит бумагу, картон, растительные остатки.
Фракционный и компонентный состав ОФ-ТКО
очень неоднороден, является специфичным для
разных регионов, а это существенно влияет на
биохимические характеристики и, следовательно,
на процесс микробиологической трансформации
ОФ-ТКО [7]. Для снижения неоднородности соста-
ва и увеличения доступности субстрата для биоде-
градации микроорганизмами подбираются и изуча-
ются различные способы предобработки ОФ-ТКО.

В настоящее время можно выделить четыре ос-
новных типа предварительной обработки органи-
ческих отходов [8]: 1) физические и механические
методы, изменяющие в первую очередь физиче-
ские свойства образца (размер частиц, вязкость,
плотность и т.д.); 2) термические методы – наибо-
лее простые и быстрые, позволяющие растворить
сахара, обеспечить более однородную массу, дезак-
тивировать опасные и нежелательные микроорга-
низмы; 3) химические методы – тоже достаточно
быстрые, но требующие специальной оптимиза-
ции в зависимости от субстрата, поскольку в ре-
зультате обработки могут образоваться соедине-
ния (например, фенольные или фурановые веще-
ства), ингибирующие метаногенное микробное
сообщество; 4) биологическая обработка – как
правило наиболее медленный процесс из-за кон-
куренции внесенных в отход и аборигенных мик-
роорганизмов, содержащихся в самом отходе.
Альтернативой могут быть ферментные препара-
ты, которые, однако, достаточно дороги. Кроме
перечисленных методов все больший интерес вы-
зывают комбинированные методы: термохимиче-
ские, термомеханические и др. [9]. Однако в на-
стоящее время сведений о каком-либо наиболее
эффективном и универсальном методе предобра-
ботки ОФ-ТКО нет.

ОФ-ТКО содержит большое количество лег-
коразлагаемых органических веществ, которые
быстро трансформируются в летучие жирные
кислоты (ЛЖК) на начальной стадии анаэробно-
го сбраживания, что может привести к резкому
падению pH и ингибированию процесса метано-
генеза. Использование двухфазной системы с
разделением процессов гидролиза и кислотогене-
за от стадии метаногенеза помогает избежать ор-
ганических перегрузок в метаногенном процессе
и тем самым повысить удельную метаногенную
активность. Такая организация анаэробного про-
цесса отличается стабильностью, увеличением
выхода биогаза и более полным разложением ор-
ганического вещества [10–12].

Для увеличения эффективности двухфазного
анаэробного сбраживания ОФ-ТКО был исполь-

зован новый способ механической предобработ-
ки ОФ-ТКО в аппарате вихревого слоя (АВС)
ферромагнитных частиц [13]. АВС в настоящее
время считается одним из наиболее перспектив-
ных и эффективных типов оборудования для из-
мельчения [14]. Аппарат используется в производ-
стве строительных материалов, порошков, пигмен-
тов [14], он показал свою эффективность также для
предобработки осадка сточных вод [15]. Принцип
функционирования АВС достаточно прост. Из-
мельчение осуществляется ферромагнитными ра-
бочими телами цилиндрической формы (стальные
иглы), помещенными в трубу из немагнитного ма-
териала, в которой создается вращающееся маг-
нитное поле. Из-за высокой скорости вращения
поля (3600 об./мин) начинают двигаться и соуда-
ряться ферромагнитные тела, вызывая диспер-
гирование обрабатываемого материала, находя-
щегося в рабочем пространстве аппарата. Кроме
ударного воздействия ферромагнитных частиц
интенсивному диспергированию материала спо-
собствуют и кавитационные явления, также воз-
никающие в процессе работы АВС. Кроме того в
процессе обработки в аппарате происходит на-
гревание образца, что, с одной стороны способ-
ствует его обеззараживанию, с другой – позво-
ляет подогреть его до необходимой температуры
перед подачей в анаэробный реактор, что ис-
ключает температурный шок и способствует ста-
бильной работе метаногенного микробного со-
общества.

Цель работы – исследование основных характе-
ристик процесса двухфазного анаэробного термо-
фильного сбраживания ОФ-ТКО и влияния предо-
бработки в АВС на физико-химические свойства
сбраживаемого субстрата.

МЕТОДИКА

Объекты исследования. В качестве образца
ОФ-ТКО использовали модельный субстрат, кото-
рый содержал (мас. %): фрукты – 1.4, картофель –
29, капуста – 2.7, картон –3.3, крупа – 19.5, скорлу-
па яичная – 0.9, хлеб – 7.4, мясо – 15.5, кофе –
0.9, рыба – 4.6, творог – 4.6, чай (заварка) – 10.2.
Состав модельного субстрата был выбран, исходя
из данных о составе ОФ-ТКО, характерного для
России [3]. Предварительно образец ОФ-ТКО
был измельчен вручную (нож, ножницы) и гомоге-
низирован с помощью ручного перемешивания.

Модельный образец ОФ-ТКО имел следую-
щие характеристики: содержание сухих веществ
(СВ) – 36% и органических сухих веществ (оСВ) –
84% СВ. Для изучения процесса анаэробного
сбраживания ОФ-ТКО разбавляли водопро-
водной водой до содержания СВисх – 29.7% и
оСВисх – 95.1% СВ.
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Образец ОФ-ТКО (150–180 г) подвергали об-
работке в АВС (“Регионметтранс”, Нижний Нов-
город, Россия) в течение 2, 4, 6, 8 и 10 мин. Усло-
вия обработки были следующие: U = 180 В, I = 52 A,
f = 65 Гц, использовались ферромагнитные тела
3.5 × 35 мм в количестве 98 шт.

В качестве инокулята (источника метаноген-
ного сообщества микроорганизмов) использова-
ли анаэробный ил из лабораторного реактора, в
котором стабильно протекал процесс анаэробно-
го термофильного сбраживания комбикорма
(КК-65). Инокулят имел следующие характери-
стики: СВ–3%, оСВ–69.8 % СВ, рН водной сус-
пензии 7.78. Инокулят предварительно подвергал-
ся дображиванию при (57 ± 1)°С в течение недели.

Постановка эксперимента. Процесс двухфазно-
го термофильного анаэробного сбраживания про-
водили в стеклянных флаконах объёмом 200 мл. Во
флаконы вносили 100 мл инокулята, а также 6 г
ОФ-ТКО, обработанного в АВС в течение 2 мин.
В качестве контроля (К) использовали ОФ-ТКО,
не обработанный в АВС. ОФ-ТКО предваритель-
но помещали в мешочки из перфорированного
нейлона и подвешивали над инокулятом, как по-
казано на рис. 1. Соотношение субстрата (твердая
фаза в мешочке) к инокуляту (жидкая фаза на дне
флакона) в опытных смесях составляло
оСВОФ-ТКО/оСВинокулята (S/X) = 0.81. Для создания
анаэробных условий, флаконы продували азотом
и герметично закупоривали резиновыми пробка-
ми. Флаконы инкубировали без перемешивания
при 57°С в течение 34 сут. Регулярно, один раз в
сутки, орошали содержащуюся в мешочках
ОФ-ТКО инокулятом путем встряхивания вруч-
ную содержимого флакона. Ежесуточно измеря-
ли объем образующегося биогаза. Периодиче-
ски, раз в 3–4 сут, отбирали пробы образующе-
гося биогаза для анализа содержания СН4 и СО2,
а также пробы жидкой фазы для анализа содер-
жания ЛЖК. Эксперименты ставили в двух по-
вторностях.

Аналитические методы. Для измерения объёма
образующегося биогаза использовали волюметри-
ческий метод (вытеснение воды) [16]. Состав биога-
за определяли с использованием газового хромато-
графа GC-2010 Plus (“Shimadzu”, Япония).

Содержание общего углерода (Собщ) и общего
азота (Nобщ) определяли на элементном анализа-
торе Vario EL cube (“Elementar”, Германия).

Количество и состав ЛЖК, накапливающихся в
жидкой фазе флакона, определяли на хромато-
масс-спектрометре GCMSQP2010 Ultra (“Shimad-
zu”, Япония), созданного на базе хроматографа
GC-2010 Plus (“Shimadzu”) и нового сверхбыст-
рого квадрупольного масс-селективного детекто-
ра. Жидкую пробу образца сброженной массы
центрифугировали при 4200 об./мин в течение
5 мин и фильтровали через шприцевые фильтры с

диаметром пор 0.45 мкм. Пробу объемом 0.2 мкл
вводили в инжектор хромато-масс-спектрометра.
Испарение анализируемого вещества происходи-
ло в потоке газа-носителя (гелий 6.0) при темпе-
ратуре 250°C. Далее, компоненты образца разде-
лялись на капиллярной хроматографической ко-
лонке ZB-FFAP в течение 19 мин. Обработку
результатов хромато-масс-спектрометрического
анализа проводили с использованием программно-
го обеспечения Shimadzu (GCMS Solution ver. 4.11).
ЛЖК идентифицировали с помощью базы дан-
ных NIST 11. Концентрацию ЛЖК в пробах жид-
кой фазы флаконов определяли по площадям
хроматографических пиков в режиме селектив-
ного мониторинга выбранных ионов, относя-
щихся к наиболее интенсивным линиям в масс-
спектрах определяемых веществ, методом внут-
реннего стандарта.

Содержание сухого вещества (СВ) определяли
после высушивания образцов до постоянной мас-
сы при 105°C. Зольный остаток определяли при
сжигании сухого образца в муфельной печи при
650°C. Содержание органического сухого вещества
(оСВ) рассчитывали, как разницу между СВ и золь-
ным остатком. Расчет удаленного оСВ (оСВуд) осу-
ществляли по формуле:

где оСВисх(% СВ) – исходное содержание оСВ в
ОФ-ТКО после обработки в АВС (до обработки в
АВС – для контрольного образца ОФ-ТКО),
оСВконечн(% СВ) – содержание оСВ в ОФ-ТКО
после окончания эксперимента по двухфазному
термофильному анаэробному сбраживанию.

( )
( ) ( )

=
=

уд

исх конечн

оСВ % СВ
оСВ % СВ – оСВ % СВ ,

Рис. 1. Схема эксперимента по анаэробному сбражи-
ванию ОФ-ТКО. В анаэробном реакторе (1) происхо-
дит двухфазное анаэробное сбраживание ОФ-ТКО,
образующийся биогаз поступает в сосуд с соленой во-
дой 5 М NaCl (2), которая вытесняется во флакон 3.
Объем вытесненной воды соответствует объему обра-
зовавшегося биогаза.

1 2 3
Вода

ВодаБиогаз

Инокулят

ОФ-ТКО

Пробоотборник
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Плотность ОФ-ТКО до и после обработки в
АВС определяли согласно ГОСТ Р 55450-2013,
основанном на измерении массы ОФ-ТКО в
предварительно взвешенном контейнере извест-
ной вместимости. Внешний вид образца ОФ-ТКО
до и после обработки в АВС оценивали визуаль-
но. рН образца ОФ-ТКО измеряли согласно
ГОСТ 26423-85, предварительно разбавив ОФ-ТКО
дистиллированной водой в соотношении 1 : 5 по
массе. Содержание аммонийного азота определя-
ли фотометрическим методом с реактивом Нес-
слера, согласно ГОСТ 26716-85. Содержание орга-
нического азота проводили методом Кьельдаля,
согласно ГОСТ 26715-85. Определение содержания

жира проводили путем его экстракции петро-
лейным эфиром в экстракционном аппарате
Сокслета и последующем взвешивании, соглас-
но ГОСТ 15113.9-77. Измерения проводили в
2-кратной повторности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние обработки в АВС на физико-химиче-
ские свойства ОФ-ТКО. В результате обработки в
АВС наблюдали изменение внешнего вида образ-
цов ОФ-ТКО. Чем дольше осуществлялась обра-
ботка в АВС, тем более гомогенной становилась
смесь, при этом цвет образцов изменялся от жел-
то-коричневого до серо-черного (рис. 2). Измене-
ние цвета было вызвано механическим разруше-
нием и, возможно, частичным гидролизом компо-
нентов ОФ-ТКО, а также небольшим увеличением
содержания в ОФ-ТКО железа за счет соударения
и истирания ферромагнитных частиц в процессе
работы АВС, как было показано ранее [13].

Плотность контрольного образца (необрабо-
танный, исходный образец ОФ-ТКО) составляла
0.904–0.914 г/см3. После 2 и 4 мин обработки в
АВС наблюдали увеличение плотности образцов
ОФ-ТКО, которая составила  0.978–1.054 г/см3, в
то же время после 6 и 8 мин обработки плотность
значительно уменьшилась  (0.768–0.790 г/см3). Та-
ким образом, относительно кратковременная
обработка в АВС вызывала незначительное
уплотнение образцов ОФ-ТКО, при более про-
должительной обработке они становились более
рыхлыми. Следует также отметить, что с увеличе-
нием продолжительности обработки возрастала
температура образцов: после 2 мин до 48–50°С,
после 4 мин до 58–60°С, после 6 мин до 72–74°С;
после 8 мин до 84–85°С и после 10 мин до 90–
93°С. Влажность образцов увеличивалась после 4
и 6 мин обработки в АВС по сравнению с кон-
трольным образцом (ОФ-ТКО без обработки), а
после 8 и 10 мин она стала уменьшаться, вероятно,
из-за значительного нагрева образцов ОФ-ТКО.
Изменение содержания оСВ коррелировало с из-
менением содержания СВ в обрабатываемых об-
разцах (рис. 3).

Обработка образца ОФ-ТКО в АВС способ-
ствовала увеличению рН его водной вытяжки с
4.54 ± 0.02 в контроле, до 5.99 ± 0.01 после 10 мин
обработки. Это могло быть вызвано частичным
разложением азотистых органических соедине-
ний и высвобождением аммонийного азота, ко-
торый подщелачивает среду. В результате предоб-
работки образца ОФ-ТКО в АВС изменения со-
отношении общего углерода к общему азоту,
существенно влияющего на АС [5, 6], не было вы-
явлено, оно составляло от 13.5 до 14.3. При этом,
массовая доля общего углерода в образце соста-
вила 50 ± 5% СВ, а общего азота –3.7 ± 0.4% СВ.

Рис. 2. Внешний вид образцов ОФ-ТКО до и после
обработки в АВС: 1 – контроль, исходный образец
ОФ-ТКО, 2 – 2 мин обработки, 3 – 4 мин , 4 – 6 мин,
5 – 8 мин, 6 – 10 мин обработки в АВС.

1 2 3

4 5 6

Рис. 3. Содержание СВ (%) и оСВ (%) в образце
ОФ-ТКО до (К – контроль) и после обработки в АВС:
I – СВ (%), II – оСВ (%).
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Обработка в АВС приводила к незначительно-
му увеличению содержания белков в сухом веще-
стве при увеличении времени обработки в АВС:
содержание белка в образце ОФ-ТКО без обра-
ботки в АВС составляло в % от СВ – 21.4 ± 1.9, по-
сле 4 мин обработки – 23.2 ± 2.0; после 8 – 23.4 ± 2.0
и после 10 мин – 24.0 ± 1.9% СВ. Наблюдаемое
повышение после 8 и 10 мин предобработки в
АВС, возможно, связано с методом расчета, в ко-
тором учитывалось содержание СВ в пробе, а оно,
вследствие нагрева и снижения влажности, уве-
личивалось, то есть происходило концентрирова-
ние образца.

Содержание жира в образце ОФ-ТКО умень-
шилось в 4.25 раза после 2 мин обработки в АВС.
Дальнейшее увеличение времени обработки в
АВС не оказывало существенного влияния на со-
держание жира в образце (рис. 4).

Таким образом, предобработка в АВС образца
ОФ-ТКО приводила к снижению содержания
жира, увеличению рН, небольшому увеличению
содержания белка в расчете на СВ, к изменению
влажности и содержанию СВ. Содержание оСВ
увеличивалось после 2, 8 и 10 мин предобработки и
уменьшалось после 4 и 6 мин по сравнению с кон-
тролем. Плотность образца также изменялась,
причем уменьшалась после 6 и 8 мин обработки и
увеличивалась после 2 и 4 мин. Следовательно, уже
после 2 мин предобработки в АВС наблюдали как
визуальные изменения, так и изменения физико-
химических свойств образцов ОФ-ТКО.

Влияние предобработки ОФ-ТКО в АВС на ста-
бильность, биохимический метановый потенциал и
на скорость анаэробного двухфазного сбраживании
в термофильном режиме. Для создания двухфаз-
ной системы анаэробного сбраживания процессы
гидролиза и кислотогенеза пространственно от-
деляют от процесса метаногенеза, обычно в двух
или более реакторах. Удачным примером таких
систем являются: Biocel (Нидерланды), SEBAC
(США), APS (США), Bekon (Германия), в кото-
рых твердые органические отходы помещают в
анаэробные реакторы периодического действия и
орошают водой (перколятом) для увеличения
влажности твердых отходов. Перколят растворяет
и вымывает из толщи отхода накапливаемые ЛЖК
и рециркулируется обратно в толщу отхода, пред-
варительно проходя очистку в анаэробном мета-
ногенном реакторе (например, биофильтре). По-
мимо увлажнения твердого отхода, рециркуляция
перколята позволяет постоянно инокулировать
(вносить) метаногенные микроорганизмы из ме-
таногенного реактора в толщу отхода в твердофаз-
ном реакторе, постепенно переводя его на режим
метаногенного сбраживания. Таким образом, ис-
пользование двухфазных систем позволяет избе-
жать проблемы необратимого закисления реакто-

ров за счет избыточного накопления ЛЖК [3–5,
10–12].

В работе пространственное разделение процес-
сов кислотогенеза и метаногенеза было ориги-
нально реализовано в одном реакторе. В толще
ОФ-ТКО (твердой фазе), содержащемся в подве-
шенном мешочке, происходили преимущественно
процессы образования ЛЖК, которые вымыва-
лись в жидкую фазу, находящуюся на дне реактора
(флакона). В жидкой фазе, содержащей метано-
генное сообщество микроорганизмов, происходил
процесс метаногенеза.

Для анализа влияния предобработки ОФ-ТКО
в АВС на характеристики метанового сбраживания
использовали образец ОФ-ТКО, обработанный в
течение 2 мин. Этого времени было достаточно для
существенного изменения физико-химических ха-
рактеристик (рис. 3, 4), а также довольно высокого
повышения температуры отхода (до 48°С), необхо-
димого для проведения термофильного режима
анаэробного сбраживания (50–57°С). Результа-
ты, полученные ранее [17], показали, что для
жидкофазного анаэробного сбраживания моде-
ли ОФ-ТКО наиболее экономически целесообраз-
ным являлось время предварительной обработки в
АВС, равное 0.5 мин, так как прирост выхода мета-
на при большей длительности обработки был не су-
щественен.

На рис. 5 и 6 представлены среднесуточная ско-
рость выделения и общий объем выделившегося
биогаза (смесь метана и углекислого газа). Ско-
рость выделения биогаза при двухфазном анаэроб-
ном сбраживании ОФ-ТКО, предварительно обра-
ботанного в АВС, в первые сутки эксперимента
значительно превышала таковые в контрольном
образце без обработки. Это объяснялось созда-
нием более благоприятных условий для микро-
организмов-гидролитиков и бродильщиков в тол-
ще ОФ-ТКО в случае предварительной обработки
образца в АВС. Гидролитики и бродильщики об-
разуют субстраты (водород и ЛЖК), которые по-
требляются затем синтрофными бактериям и ме-

Рис. 4. Массовая доля жира в образце ОФ-ТКО до
(контроль) и после обработки в АВС.
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таногенами, преимущественно находящимися в
жидкой фазе, с образованием биогаза. На 8 сут
скорость образования биогаза снижалась, однако
содержание метана в нем было одинаково высо-
ким и в контрольном, и в обработанном в АВС об-
разце ОФ-ТКО: для необработанного – 67.6 об. %,
для обработанного в АВС – 65.6 об. %. С 12 по
14 сут скорость образования биогаза снова увели-
чивалась. На 14 сут рН становился щелочным во
всех флаконах: для необработанного ОФ-ТКО –
8.45, для обработанного в АВС – 8.03. Эти значе-
ния находились за пределами допустимого диапа-
зона рН 6.8–7.4, при котором можно говорить о
стабильном протекании процесса анаэробного
сбраживания [18]. В то же время в литературе
встречаются работы, в которых при более высо-
ких рН (более 7.7) процесс метаногенеза был ста-
билен [19].

На 21 сут скорость образования биогаза начи-
нала расти, а содержание метана в биогазе дости-
гало максимума 76.3 и 72.3 об. % для необрабо-
танного и обработанного в АВС ОФ-ТКО, соот-
ветственно. Небольшое увеличение скорости
наблюдали на 31 сут, однако при этом содержание
метана в газе снижалось: для необработанного
ОФ-ТКО – до 57.3 об. %, для обработанного в
АВС–до 59.0 об. %. Общее количество образовав-
шегося биогаза и метана за 34 сут анаэробной
ферментации составило: для необработанного
ОФ-ТКО –1.54 и 0.84 л/г oСВисх, для обработан-
ного в АВС – 1.72 и 0.97 л/г oСВисх, соответствен-
но. Таким образом, обработка ОФ-ТКО в АВС
способствовала увеличению производительности
анаэробной двухфазной ферментации. Так, удель-
ный выход биогаза увеличивался на 11.6%, метана –
на 15.8% (табл. 1).

Необходимо отметить, что удаление сухого ор-
ганического вещества в обработанных в АВС
ОФ-ТКО было ниже (14.6%), чем в контроле
(20.3%). Вероятно, это объясняется особенно-
стью методики определения сухого вещества.
Так, в результате обработки в АВС часть компо-
нентов ОФ-ТКО, в частности жиры (рис. 4), раз-
лагались на более простые и, вероятно, летучие
компоненты, например органические кислоты,
которые при нагревании улетучивались и не учи-

Рис. 5. Изменение скорости выделения биогаза
(мл/cут) при анаэробном сбраживании ОФ-ТКО без
обработки (1) и обработанного в АВС в течение
2 мин (2).
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Рис. 6. Динамика образования биогаза (1, 2) и мета-
на (3, 4) при анаэробном сбраживании ОФ-ТКО без
обработки (1, 3) и обработанного в АВС в течение
2 мин (2, 4).
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Таблица 1. Производительность двухфазного анаэробного сбраживания ОФ-ТКО

Биогаз, метан ОФ-ТКО без обработки (контроль)
ОФ-ТКО, обработанный в АВС

в течение 2 мин (изменение по сравнению
с контролем, %)

Биогаз, л/г oСВисх 1.54 1.72 (11.6)
Метан, л/г oСВисх 0.84 0.97 (15.8)
Биогаз, л/г оСВуд 17.0 39.3 (131)
Метан, л/г оСВуд 9.3 22.3 (140)
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тывались в расчете сухого вещества. В то же вре-
мя, летучие продукты разложения жиров и других
компонентов в результате анаэробного сбражива-
ния превращались в биогаз. Разница между
удельным выходом биогаза и метана в расчете на
удаленное оСВ при сбраживании необработанно-
го и обработанного в АВС ОФ-ТКО была доста-
точно высокой и составляла 131% для биогаза и
140% для метана (табл. 1).

Концентрация ЛЖК, являющаяся одним из
основных индикаторов стабильности процесса
анаэробного сбраживания [20], в жидкой фазе
была в пределах нормы. Причем и в контрольных,
и в опытных флаконах основной ЛЖК была уксус-
ная кислота, а пропионовая и масляная кислоты
присутствовали в небольших количествах (табл. 2).
Содержание уксусной кислоты на 14 сут в жидкой
фазе опыта с обработанным в АВС образцом
ОФ-ТКО составляло 0.6 г/л, что было практиче-
ски в два раза выше, чем в контрольном образце
ОФ-ТКО. Это свидетельствовало о том, что бла-
годаря измельчению и частичному гидролизу,
микроорганизмы более полно использовали ор-
ганическое вещество ОФ-ТКО, обработанного в
АВС [13]. На 31 сут анаэробного сбраживания со-
держание уксусной кислоты снижалось в 2.65 ра-
за для АВС ОФ-ТКО и в 2.49 раз для контрольно-
го образца. Соотношение пропионата к ацетату
было значительно ниже 1.4 – уровня, превыше-
ние которого свидетельствует о нестабильности
процесса анаэробного сбраживания [19]. Таким
образом, учитывая, что рН жидкой фазы на 34 сут
составлял 8.35 ± 0.11 во флаконах с предобрабо-
танными образцами ОФ-ТКО и 8.25 ± 0.25 во
флаконах с контрольным образцом (без обработ-
ки), процесс двухфазного сбраживания был ста-
билен.

* * *

В работе впервые исследовано влияние нового
метода предобработки ОФ-ТКО в аппарате вих-
ревого слоя (АВС) на ее физико-химические свой-
ства и характеристики двухфазного термофильно-
го анаэробного сбраживания, реализованного в
одном реакторе.

Обработка в АВС приводила к нагреванию об-
разца ОФ-ТКО, небольшому увеличению содер-

жания белков и значительному снижению содер-
жания жира в нем, а также увеличению рН среды,
вероятно за счет высвобождения аммония. В то
же время не наблюдалось четкой зависимости
между длительностью обработки в АВС и такими
показателями, как плотность, содержание сухого
вещества и сухого органического вещества.

Использование двухфазной системы, где име-
лась возможность разделения в объеме реактора
процессов гидролиза и кислого брожения, кото-
рые протекают в большей степени в твердой фазе
системы (в ОФ-ТКО) и метаногенеза, протекаю-
щего в жидкой фазе в нижней части реактора,
позволило создать наиболее благоприятные усло-
вия для кислотогенного и метаногенного микроб-
ных сообществ и провести процесс анаэробного
термофильного сбраживания ОФ-ТКО без закис-
ления, часто возникающего в реакторах анаэроб-
ного сбраживания [5, 6].

Предварительная обработка ОФ-ТКО в АВС,
за счет измельчения и частичного гидролиза ком-
понентов отхода, в частности жиров, улучшала
доступ метаногенному микробному сообществу к
субстрату, что отразилось на увеличении выхода
биогаза и метана на 11.6 и 15.8% соответственно.

Исследование выполнено при частичной фи-
нансовой поддержке РФФИ в рамках научного
проекта № 18-38-00275.
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Pretreatment of the organic fraction of municipal solid waste (OF-MSW) is a necessary step to accelerate the
process of anaerobic digestion in order to avoid rapid acidification and inhibition of methanogenesis. The
work shows for the first time the effect of pretreatment in a vortex layer apparatus (VLA) on the physicochem-
ical properties and characteristics of anaerobic thermophilic two-phase fermentation of OF-MSW. Pretreat-
ment in VLA led to a decrease in fat content, an increase in pH, a slight increase in protein content in the
dry matter, and a change in density and dry matter content. Processing OF-MSW in VLA for 2 min allowed
increasing the specific yield of biogas and methane by 11.6 and 15.8%, respectively.

Keywords: organic fraction of municipal solid waste, vortex layer apparatus, pretreatment, biogas, thermo-
philic process, two-phase anaerobic fermentation


