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Фосфолипазы – ферменты, катализирующие гидролитическое расщепление связей в фосфолипи-
дах, обнаружены почти у всех организмов. Наибольший интерес вызывают фосфолипазы микроб-
ного происхождения. Популярность бактериальных ферментов обусловлена их огромным разнооб-
разием и технологическими свойствами: высокой удельной активностью, термостабильностью,
широкой субстратной специфичностью. Получение рекомбинантных бактериальных фосфолипаз
и их совершенствование остаются актуальными задачами, для решения которых необходимы углуб-
ление и систематизация знаний о ферментах данной группы. В настоящем обзоре описаны свой-
ства, структура и механизм действия бактериальных фосфолипаз C, которые получили широкое
применение в различных областях практической деятельности человека: научных исследованиях,
медицине, пищевой, химической промышленности и др.
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ВВЕДЕНИЕ
Фосфолипазы (PL) (КФ 3.1.1, 3.1.4) – фермен-

ты, осуществляющие гидролиз различных связей
в фосфолипидах (рис. 1) и которые наряду с гли-
колипидами и холестерином относятся к основ-
ным компонентам биологических мембран.
Действуя на поверхности раздела “липид–во-
да”, фосфолипазы выступают биокатализаторами
межфазного катализа [1, 2]. Данные ферменты ши-
роко распространены в природе и выполняют раз-
нообразные функции: участвуют в поддержании
липидного состава мембран, играют существенную
роль в развитии воспалительного процесса, запус-
кая синтез медиаторов воспаления, принимают
участие в работе инозитолфосфатной системы,
обеспечивающей трансмембранную передачу гор-
мональных сигналов, выступают активными ком-
понентами змеиного яда гемолитического дей-
ствия и др. [3, 4].

В зависимости от сайта расщепления связи в
молекуле фосфолипида выделяют четыре основ-

ных семейства фосфолипаз: A, B, C и D (рис. 2)
[5]. Фосфолипазы типов А и В – ацилгидролазы,
типов C и D – фосфодиэстеразы. Фосфолипазы
A1 (PLA1) и A2 (PLA2) гидролизуют SN-1 или
SN-2 ацильную цепь с высвобождением свобод-
ной жирной кислоты и 1- или 2-ацил-лизофос-
фолипида соответственно. В случае отщепления
обеих жирных кислот говорят о фосфолипазе ти-
па B (PLB).

Фосфолипаза C (PLC) расщепляет глицеро-
фосфатную связь с образованием диацилглице-
рола и фосфат-содержащей полярной группы, а
фосфолипаза D (PLD) гидролизует связь между
фосфатной и спиртовой группами, при этом вы-
свобождаются фосфатидная кислота и спирт.

В зависимости от молекулярной массы, кле-
точной локализации, способа регуляции и суб-
стратной специфичности выделяют несколько
изоформ для каждого типа фосфолипаз [3, 4, 6].
Например, в клетках человека идентифицирова-
ны 10 изоформ фосфолипазы C, а у вирусов, бак-
терий, дрожжей, слизевиков, растений и млеко-
питающих обнаружены различные изоформы
фосфолипазы D [7].

Сокращения: PL – фосфолипаза; PLA1 – фосфолипаза A1;
PLA2 – фосфолипаза A2; PLB – фосфолипаза B; PLC –
фосфолипаза C; PLD – фосфолипаза D.

# Автор для связи: (тел.: +7 (913) 218-47-06; эл. почта:
varvara.chirkova@gmail.com).
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БАКТЕРИАЛЬНЫЕ ФОСФОЛИПАЗЫ

Большое разнообразие фосфолипаз продуци-
руется патогенными и непатогенными бактерия-
ми. Некоторые из бактериальных фосфолипаз
проявляют свойства токсинов, другие, не будучи
токсинами, играют важную роль в патогенезе за-
болеваний. Токсический эффект фосфолипаз
проявляется как непосредственно в лизисе, так и
в изменении метаболизма клеток хозяина. На-
капливающиеся продукты их катализа – лизо-
фосфолипиды – обладают сильными поверх-
ностно-активными свойствами, что приводит к
разрушению липопротеиновых структур клетки и
активации гидролаз, ответственных за автолити-
ческий распад клеточных полимеров [8, 9].

У микроорганизмов обнаружены все типы
фосфолипаз, различающиеся по положению гид-
ролизуемой связи. Фосфолипаза A1 (КФ 3.1.1.32),
отщепляющая SN-1 ацильную цепь, обладает
широкой субстратной специфичностью, кофак-
тором выступает Ca2+ [10]. PLA1 обнаружена у
бактерий Serratia spp., Yersinia enterocolitica, Strep-
tomyces alboflavus, Escherichia coli, Bacillus subtilis,

B. megaterium, Mycobacterium phlei [11, 12]. Фосфо-
липаза A1 грамотрицательных бактерий выступа-
ет одним из факторов вирулентности, что вызывает
повышенный интерес к изучению этой фосфолипа-
зы. Она усиливает гемолитические свойства клеток
бактерий и повышает их инвазивность [13].

Фосфолипаза A2 (КФ 3.1.1.4), отщепляющая
SN-2 ацильную цепь, действует на фосфатидил-
этаноламин, холинплазмалоген и фосфатиды.
Кофактором также выступает Ca2+ [14]. PLA2 об-
наружена у бактерий E. coli, Streptomyces coelicolor,
St. violaceoruber, Helicobacter pylori [15], Yersinia en-
terocolitica [16]. У клеток E. coli фосфолипаза A2
увеличивает уровень лизофосфолипидов и жир-
ных кислот в мембране, повышая ее проницае-
мость и участвуя таким образом в выбросе токси-
на бактериоцина из клетки.

Фосфолипазу B (L) (КФ 3.1.1.5) также называ-
ют лизофосфолипаза. Фермент действует на ли-
золецитин (лизофосфатидилхолин), образую-
щийся в результате действия фосфолипазы А1 на
лецитин (фосфатидилхолин) [17]. PLB обладает
активностями фосфолипаз А1 и А2 – отщепляет
обе SN-1 и SN-2 ацильные цепи фосфолипида.
Фосфолипаза B не имеет кофактора. Ингибито-
рами для некоторых PLB служат диизопропил-
фторфосфат и п-хлормеркурбензойная кислота,
для всех без исключения – поверхностно-актив-
ные вещества. Фосфолипаза B обнаружена у Pseu-
domonas fluorescens, Bacillus subtilis, Streptomyces sp.,
Mycoplasma laidlawii, M. phlei, Serratia plymuthica,
Dictyostelium discoideum [18–20].

Фосфолипаза C (КФ 3.1.4.3) гидролизует гли-
церофосфатную связь, что приводит к образова-
нию диацилглицерола и фосфат-содержащей по-
лярной группы. PLC – ключевой фермент мета-
болизма фосфатидилинозитола и липидных
сигнальных путей. Она гидролизует фосфатиди-
линозитол на два вторичных медиатора – инози-

Рис. 1. Общее строение фосфолипидов: заместители
R1 и R2 – остатки жирных кислот, X – головная груп-
па: холин, этаноламин, глицерол, инозитол или серин.
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Рис. 2. Реакции, катализируемые фосфолипазами: ЖК – жирная кислота, ФК – фосфатидная кислота, ДАГ – диацил-
глицерол, X – головная группа, P-X – фосфорилированная головная группа [5].
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МЕРКУЛЬЕВА и др.

толтрифосфат и диацилглицерол, которые, во-
влекаясь в сигнальные пути, активируют кальци-
евые каналы эндоплазматического ретикулума и
протеинкиназу С соответственно. Кофактором
данного фермента выступает Zn2+ [21]. Фосфоли-
паза С обнаружена у Listeria monocytogenes, Clos-
tridium perfringens, Bacillus cereus, B. mycoides, B. аn-
thracis, Pseudomonas aeruginosa, P. cepacia, P. fluo-
rescens, Burkholderia pseudomallei, Legionella
pneumophila, Acinetobacter calcoaceticus, Staphylococ-
cus aureus [22, 23]. Активность PLC зависит не
только от состава фосфолипидов клеточных мем-
бран, но и от компонентов среды, например, сни-
жение активности фосфолипазы С микроорга-
низмов Clostridium perfringens и Bacillus cereus на-
блюдается под действием фосфат- и глицерол-
содержащих соединений, возможно, за счет их
конкуренции с субстратом за соответствующие
центры связывания с ферментом [2, 24–26].

Фосфолипаза D (КФ 3.1.4.4) гидролизует связь
между фосфатной и спиртовой группами фосфа-
тидилхолина, при этом высвобождаются фосфа-
тидная кислота и растворимый холин [27]. Акти-
ваторы PLD – анионные поверхностно-активные
вещества, а ингибиторы – катионные. Фосфоли-
паза D обнаружена у Acinetobacter baumanii, E. coli,
Neisseria gonorrhoeae, Yersinia pestis, Chlamydia tra-
chomatis, Pseudomonas aeruginosa, Streptomyces sp.
PMF, Rickettsiа conorii, R. рrowazekii [28].

ФОСФОЛИПАЗА С БАКТЕРИЙ РОДА 
Bacillus: СТРУКТУРА, СВОЙСТВА, 

МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ

Фосфолипаза С, катализирующая стереоспе-
цифический гидролиз фосфолипидов, обнаруже-
на у широкого спектра грамположительных и не-
которых грамотрицательных бактерий. Бактери-
альные фосфолипазы С, представляющие собой
мономерные белки с типичными сигнальными
последовательностями в структуре и секретирую-
щиеся во внеклеточное пространство [6], по схо-

жести структур принято разделять на несколько
групп (табл. 1).

Гены, кодирующие α-токсин Clostridium per-
fringens, PLC Bacillus cereus, PLC из Clostridium bi-
fermentans и Listeria monocytogenes, были секвени-
рованы. Для них показана высокая степень гомо-
логии – общие ~250 первых аминокислот.
У α-токсина Clostridium perfringens, в отличие от
других фосфолипаз грамположительных бакте-
рий, имеется 120 дополнительных аминокислот-
ных остатков на C-конце. PLC со специфично-
стью к фосфатидилхолину (PC-PLC) B. thuringien-
sis и B. cereus, входящие в одну группу, имеют
высокую степень гомологии.

Наиболее изучены структура и свойства PC-
PLC Bacillus cereus. В результате обширных иссле-
дований этот белок получил статус прототипа
фосфолипазы С [29]. Фермент – небольшой белок
(28 кДа), довольно устойчивый к воздействию дена-
турирующих агентов: мочевине, додецилсульфату
натрия и температуре (в присутствии 1 мМ Zn2+)
[30]. Благодаря стабилизирующим ионам цинка,
белок обладает способностью выдерживать нагрев
до 100°C в течение коротких периодов времени [31].
Оптимум действия фермента наблюдается при
температуре 50°С и рН 8–10. Фосфолипаза C об-
ладает высокой стабильностью, а также толерант-
ностью к замене ионов Zn2+ на другие двухва-
лентные катионы с сохранением (Co2+, Ni2+,
Mg2+, Ca2+, Ba2+) либо увеличением (Mn2+) актив-
ности фермента [31, 32].

Фермент представляет собой единственную
полипептидную цепь, свернутую в виде семи спи-
ралей, образующих скрученную структуру
(рис. 3а). PLC Bacillus spp. синтезируется с сиг-
нальной последовательностью на N-конце
(24 а.о.), секретируется во внеклеточное про-
странство в форме пропептида. Активная форма
фермента (245 а.о.) образуется при отщеплении
14 N-концевых аминокислотных остатков кле-
точными протеазами (рис. 3б) [33–35].

Таблица 1. Группы бактериальных фосфолипаз по схожести структур

Источник фосфолипаз Группа Микроорганизмы

Грамположительные бактерии Zn-зависимые металлофосфолипазы C
(α-токсин, BC-PLC)

Clostridium perfringens
Bacillus cereus

Сфингомиелиназы Bacillus cereus
Staphylococcus aureus

Фосфолипазы С,
гидролизующие фосфатидилинозитол 
(PLC-A)

Bacillus cereus
Bacillus thuringiensis
Listeria monocytogenes

Грамотрицательные бактерии Фосфолипазы С Pseudomonas sp.
(PLC-H и PLC-N)

Pseudomonas aeruginosa

Фосфолипазы С Legionella sp. Legionella sp.
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В активном центре расположены три иона
Zn2+, один из которых слабо связан. Ионы Zn2+

поддерживают конформационную стабильность
фермента и участвуют в связывании субстрата не-
зависимо от его количества [36]. Определены
9 а.о., участвующих в связывании ионов: 5 His,
2 Asp, 1 Glu и 1 Trp. Считается, что первая амино-
кислота (Trp) в зрелом пептиде – незаменима для
ферментативной активности, поскольку она спо-
собствует координации с основными ионами
цинка. Ионы связываются с аминокислотными
остатками из разных спиралей и, следовательно,
стабилизируют конформацию молекулы.

PLC бактерий рода Bacillus обладает широкой
субстратной специфичностью – распознает раз-
ные фосфолипидные субстраты, которые отлича-
ются только структурой головной группы: фосфати-
дилхолин, фосфатидилэтаноламин, фосфатидили-
нозитол, фосфатидилглицерол, фосфатидилсерин
(рис. 4) [37–39]. Фосфатидилхолин с шестью атома-
ми углерода в каждой из ацильных боковых цепей
подвергается воздействию фермента с большей
каталитической эффективностью, чем субстрат,
содержащий С2–С4 жирные кислоты [40, 41].
Пространственная ориентация боковых цепей
глицерола на фосфатидилхолине, по-видимому, –
важный фактор, способствующий связыванию и
катализу [42].

Эукариотические и бактериальные фосфоли-
пазы имеют общий механизм реакции – “пинг-
понг” с промежуточным звеном, в ходе которого
субстратная фосфатная группа ковалентно свя-
зывается с нуклеофильным аминокислотным
остатком из активного центра [23]. Остатки ами-
нокислот, составляющие активный сайт (Glu4,
Tyr56 и Phe66), образуют каркас для связывания с
основанием субстрата [43]. Карбоксильная груп-
па Glu4 взаимодействует с атомом азота в голов-

ной группе холина с помощью полярной или ион-
ной связи, а Phe66 – через катион-π-взаимодей-
ствие [44, 45]. Предполагается, что Tyr56 может
стабилизировать положительный заряд на инги-
биторе или субстрате и, по-видимому, определяет
специфичность фермента [46].

В отношении молекулярного механизма дей-
ствия PLC B. cereus существуют две точки зрения.
Согласно первой, Asp55 играет роль основания,
которое атакует нуклеофильную молекулу воды
посредством депротонирования; вода, в свою
очередь, запускает атаку на фосфор фосфолипида
(рис. 5a) [38, 41].

Согласно второй точке зрения, Zn1 и Zn3 ини-
циируют нуклеофильную атаку на фосфор, в то
время как Zn2 активирует молекулу воды для про-
тонирования уходящей группы (рис. 5б) [47, 48].

ПОЛУЧЕНИЕ БАКТЕРИАЛЬНЫХ 
ФОСФОЛИПАЗ С

В качестве источников получения ферментов
могут выступать растения, животные и микроор-
ганизмы. Но выделять ферменты из раститель-
ных или животных источников экономически и
технологически менее выгодно, чем получать их с
помощью микроорганизмов. Использование
E. coli позволяет нарабатывать большое количе-
ство неактивной формы данного фермента в
тельцах включения. Для получения активного
фермента дополнительно осуществляют стадии
разрушения клеток, очистки, рефолдинга и акти-
вации белка, что повышает стоимость конечного
продукта [49].

Первая попытка внеклеточного синтеза PLC
была проведена с использованием системы Pichia
pastoris. N-Конец фермента объединяли с сиг-
нальным пептидом α-фактора из Saccharomyces

Рис. 3. Модель третичной (а) и вторичной (б) структуры фосфатидил-специфичной фосфолипазы С B. cereus (PDB:
1AH7) [33–35].
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cerevisiae для секреции и His6-тегом, с дальней-
шей очисткой после отщепления сигнального
пептида [50]. Однако культивирование этого про-
дуцента требует присутствия метанола в качестве
индуктора и дорогих сред, что делает его исполь-
зование невыгодным. Ферментативная актив-
ность PLC зависит от цинка, однако активность
роста P. pastoris ингибируется избытком Zn2+

(5 мМ). Учитывая это, а также длительность куль-
тивирования P. pastoris (несколько суток), для по-
лучения PLC в промышленных масштабах пред-
принимаются попытки использовать экспресси-
онную систему B. subtilis. Как правило, для
секреции применяется сигнальная последова-
тельность α-амилазы amyE B. subtilis [51].

ПРАКТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ 
ФОСФОЛИПАЗ С

Бактериальные фосфолипазы С используются
для исследования механизмов активации арахи-
доновой кислоты и протеинкиназы С в клетках
млекопитающих. Кроме того, они могут высту-
пать в качестве реагентов для изучения структуры
клеточных мембран, например, мембран эритро-
цитов [52, 53]. В отличие от многих бактериаль-
ных токсинов, для PLC не требуется интернали-
зация белка, что привлекло внимание ученых к
исследованию возможности применения фер-
мента для доставки лекарственных средств. PLC,

связанная с подходящим антителом, может со-
ставлять основу активного цитотоксического
агента. На сегодняшний день фосфолипаза С
считается одним из ключевых ферментов систе-
мы доставки лекарств по пути эндоцитоза, по-

Рис. 4. Спектр субстратов для фосфолипазы C B. cereus: (a) – общее строение фосфолипида; (б) – головная группа [37].
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фолипида [38, 41]; (б) – нуклеофильная атака на фос-
фор фосфолипида и активирование молекулы воды
[47, 48].
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скольку может катализировать мембранное слия-
ние между клеточными мембранами и фосфоли-
пидами средств доставки – липосом [54].

PLC имеет терапевтический потенциал при
тромбогеморрагическом синдроме, т.к. способна
инактивировать тромбопластин, запускающий
процесс свертывания крови [31]. Гемолитическая
фосфолипаза С (α-токсин) Clostridium perfringens
играет основную роль в патогенезе газовой ган-
грены, в связи с чем выступает перспективным
компонентом вакцины против данного заболева-
ния [23].

В пищевой промышленности фосфолипаза C
используется для рафинирования масел: соевого,
пальмового, подсолнечного, рапсового и др. Не-
очищенное растительное масло состоит преиму-
щественно из триглицеридов, но может содер-
жать до 3% фосфолипидов, которые вызывают
потемнение масла и изменение вкуса при хране-
нии [55]. Для удаления фосфолипидов при рафи-
нировании используют фосфолипазы. Участие
PLС в процессе рафинирования не приводит к
образованию свободных жирных кислот, которые
необходимо удалять. Это позволяет сократить по-
тери сырья, поэтому использование PLC предпо-
чтительнее, чем PLА. В настоящее время для про-
изводства рафинированного растительного масла
предложен препарат PLC из B. anthracis (Puri-
fine™, Verenium) [56]. PLC из B. cereus – опти-
мальный фермент для использования в промыш-
ленном рафинировании растительных масел. Он
обладает высокой удельной активностью, наибо-
лее подходящим спектром субстратной специ-
фичности и термостабильностью [5].

Фосфолипазу C применяют также для предва-
рительной обработки масла при получении био-
дизельного топлива. При одновременном исполь-
зовании PLC и лизофосфолипаз наблюдается эф-
фект синергии, который делает ферментативный
процесс производства биодизельного топлива бо-
лее экономичным и экологичным. Сочетание ра-
финирования и трансэтерификации высвободив-
шихся жирных кислот в этом процессе возможно
осуществлять с одновременным использованием
фосфолипаз и жидкой липазы Callera Trans L. [57].

При формировании структурно-механических
свойств молока, а также в процессах созревания
сыров важную роль играют фосфолипиды, в свя-
зи с чем фосфолипазы находят широкое приме-
нение в сыроделии. В настоящее время использу-
ют коммерческий препарат PLA1 из A. oryzae
(YieldMAX® PL, Novozymes), PLC B. cereus и PLD
St. сhromofuscus. При производстве сыра большая
часть фосфолипидов удаляется вместе с сыворот-
кой. При использовании фосфолипаз в результа-
те гидролиза фосфолипидов удаляется только по-
лярная группа, что позволяет увеличить выход
продукта [58].

Еще одна перспективная область использова-
ния фосфолипазы С – получение диацилглице-
ридов с определенной энантиомерной структу-
рой, которые находят применение в синтезе сте-
реоспецифичных соединений, а также выступают
клеточными медиаторами [59]. Последователь-
ное действие двух классов фосфолипаз С и D мо-
жет быть использовано, например, для синтеза
дигидроксиацетонфосфата (DHAP) – интерме-
диата тонкого химического синтеза, или такого
важного для медицины и фармацевтики биоак-
тивного соединения, как сфингозин-1-фосфат
(S1P), – главного регулятора сосудистой и им-
мунной системы [60, 61].

Повышение эффективности PLC может быть
достигнуто путем иммобилизации фермента, т.к.
катализаторы, полученные путем ковалентного
присоединения, имеют более высокую удельную
активность и пригодны для многократного ис-
пользования [62].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Бактериальные фосфолипазы не только игра-
ют важную роль в биологических процессах, но и
находят широкое применение в научных иссле-
дованиях, медицине, пищевой, химической и
других отраслях промышленности. Полученные в
настоящее время рекомбинантные ферменты от-
личаются улучшенными технологическими свой-
ствами (высокой удельной активностью, термоста-
бильностью, широкой субстратной специфично-
стью), что открывает дополнительные возможности
для их использования, поэтому создание эффек-
тивных продуцентов фосфолипаз на основе непа-
тогенных бактерий остается важной биотехноло-
гической задачей.
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Phospholipases C from Bacillus: Biological Role, Properties and Fields of Application

Yu. A. Merkulyeva*, **, D. N. Shcherbakov*, **, E. A. Sharlaeva*, and V. Yu. Chirkova*, #
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*Altai State University, prosp. Lenina 61, Barnaul, 656049 Russia
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Phospholipases – enzymes of the class of hydrolases that catalyze the cleavage of bonds in phospholipids,
they are found in almost all organisms. Enzymes of microbial origin are of the greatest interest. The popula-
rity of bacterial enzymes is due to their huge variety and technological properties: high specific activity, ther-
mal stability, and wide substrate specificity. The production of recombinant bacterial phospholipases and
their improvement remain an urgent task, for which it is necessary to deepen and systematize knowledge
about the enzymes of this group. This review describes the properties, structure, and mechanism of action of
bacterial phospholipases C, which are widely used in various areas of human practice: scientific research,
medicine, food, chemical industry, etc.

Keywords: phospholipids, phospholipase, acyl hydrolase, phosphodiesterase, bacterial enzymes, Bacillus, indus-
trial enzymes
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