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В клеточной стенке Glutamicibacter protophormiae ВКМ Ac�2104T (ранее Arthrobacter protophormiae) обнаруже�
ны два гликозил�1�фосфатных полимера: c моногликозил�1�фосфатом, �6)�α�D�Glcp�(1�Р�, и дигликозил�
1�фосфатом, �6)�α�D�GalpNAc�(1→6)�α�D�GlcpNAc�(1�P�, в повторяющемся звене. Структуры полимеров
описаны впервые для прокариот. Тейхулозоновая кислота, третий найденный полимер, с остатками 3�де�
зокси�D�глицеро�D�галакто�нон�2�улопиранозоновой кислоты (Kdn) и β�D�глюкопиранозы в основной
цепи, →6)�β�D�Glcp�(1→8)�α�Kdn�(2→, ранее была обнаружена у ряда актинобактерий. Структуры глико�
полимеров установлены на основании результатов химического исследования и анализа одномерных спект�
ров ЯМР на ядрах 1H, 13C и 31P с использованием двумерных гомоядерных 1H,1H COSY, TOCSY, ROESY и
гетероядерных 1H,13C HSQC, HSQC�TOCSY, HMBC, 1H,31P HMBC методик.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Glutamicibacter, клеточная стенка, гликозил�1�фосфатный полимер, Kdn�
тейхулозоновая кислота.
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ВВЕДЕНИЕ

Новые данные о составе и химических
структурах полимеров клеточных стенок у ранее
не исследованных групп бактерий расширяют
представления о многообразии органического
мира и биосинтетическом потенциале микроор�
ганизмов. Сведения о составе и структуре гли�
кополимеров клеточной стенки представляют
интерес для ряда областей фундаментальной и
прикладной науки, в том числе систематики

микроорганизмов. Для ряда изученных групп
актинобактерий показано, что гликополимеры
и их структурные компоненты могут служить
химическими маркерами видов (групп видов)
или таксонов более высокого ранга [1–5].

Glutamicibacter protophormiae (семейство
Micrococcaceae) является типовым видом недав�
но описанного рода Glutamicibacter, который
включает ряд видов, входивших ранее в род
Arthrobacter (группа «Arthrobacter protophormiae»),
а также видов, описанных позднее [6–8]. Род
предложен на основе филогенетической обособ�
ленности видов группы «Arthrobacter protophormiae»
и их отличий от Arthrobacter sensu stricto по хемо�
таксономическим признакам, в первую очередь
по типу пептидогликана клеточной стенки и
составу изопреноидных хинонов дыхательной
цепи [6]. Виды Glutamicibacter содержат пепти�
догликан A4α�типа (лизин в тетрапептидной це�
почке и дипептид Ala–Glu в межпептидном мос�
тике) [6, 9]. Другие гликополимеры клеточной
стенки у представителей Glutamicibacter, за ис�
ключением G. nicotianae ATCC 15236 [10] и G. ura?
toxydans ВКМ Ac�1979Т [11], ранее не изучали.

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ВКМ – Всероссийская кол�
лекция микроорганизмов; COSY – корреляционная спект�
роскопия; HMBC – гетероядерная корреляция 1H,13C че�
рез несколько связей; HSQC – протон�детектированная
гетероядерная одноквантовая корреляция; J (КССВ) –
константа спин�спинового взаимодействия; Kdn – 3�де�
зокси�D�глицеро�D�галакто�нон�2�улопиранозоновая
кислота; ROESY – двумерная спектроскопия ядерного эф�
фекта Оверхаузера во вращающейся системе координат;
TOCSY – тотальная корреляционная спектроскопия;
TSP – натриевая соль 3�(триметилсилил)�2,2,3,3�тетра�
дейтеропропионовой кислоты; δС, δH, δP – значения хими�
ческих сдвигов атомов 13C, 1H и 31P соответственно.

* Адресат для корреспонденции.
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В настоящей работе представлены результа�
ты исследования структур гликополимеров кле�
точной стенки у G. protophormiae ВКМ Ac�
2104T – типового штамма типового вида рода
Glutamicibacter.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали штамм G. protophormiae
ВКМ Ac�2104T из Всероссийской коллекции
микроорганизмов (ВКМ) Института биохимии и
физиологии микроорганизмов имени Г.К. Скря�
бина РАН (www.vkm.ru). Для получения биомас�
сы штамм выращивали аэробно на пептонно�
дрожжевой среде при температуре 28 °С до сере�
дины логарифмической фазы роста. Клетки от�
деляли центрифугированием и промывали
0,95% NaCl [2].

Клеточную стенку получали из разрушенных
на ультразвуковом дезинтеграторе UP100H
(«Hielscher», Германия, 30 kHz, 3–5 × 10 мин в
ледяной воде) клеток методом дифференциаль�
ного центрифугирования [2].

Углеводсодержащие полимеры экстрагиро�
вали из клеточной стенки 10%�ной ТХУ [2] при
4 °С, 0,1 М цитратным буфером pH 4,0 [12] или
0,05 М Na�глициновым буфером, pH 8,8 [13] с
получением трех различных препаратов, обоз�
наченных для дальнейших исследований как
препарат 1, 2 и 3 соответственно.

Кислотный гидролиз клеточной стенки и
выделенных из нее препаратов (2 M HCl, 100 °C,
3 ч), нисходящая хроматография и электрофо�
рез на бумаге, реактивы для проявления сахаров
и фосфатсодержащих соединений и продуктов
их кислотной деградации описаны ранее [2].

Абсолютная D�конфигурация моносахари�
дов была установлена методом ГЖХ ацетилиро�
ванных гликозидов с (+)�октан�2�олом соглас�
но опубликованным процедурам [2].

ЯМР�спектры снимали на спектрометре
Avance 600 («Bruker», Германия) для растворов
препаратов в дейтерированной воде при темпе�
ратуре 308 К. Для отсчета химических сдвигов
использовали внутренние стандарты натриевой
соли 3�(триметилсилил)�2,2,3,3�тетрадейтеро�
пропионовой кислоты (TSP) (δH 0,0 и δC –1,6) и
внешний стандарт – 80% фосфорная кислота
(δP 0,0). Двумерные ЯМР�эксперименты выпол�
няли с использованием стандартного математи�
ческого обеспечения («Bruker Optik GmbH», Гер�
мания). Время смешивания 150 мс и время спин�
лока 250 мс были выбраны для экспериментов
по двумерной спектроскопии ядерного эффекта
Оверхаузера во вращающейся системе коорди�
нат (ROESY) и тотальной корреляционной

спектроскопии (TOCSY) соответственно. Дву�
мерные 1H,13C и 1H,31P эксперименты по гетеро�
ядерной корреляции через несколько связей
(HMBC) были оптимизированы для константы
спин�спинового взаимодействия (КССВ) 5 Гц.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В кислотном гидролизате клеточной стенки
G. protophormiae ВКМ Ac�2104T были обнаружены
галактоза, глюкоза, манноза, арабиноза, глюкоз�
и галактозамины, глицерин, а также незначитель�
ное количество моно� и бисфосфата глицерина.

Продукты кислотной деградации трех пре�
паратов, выделенных из клеточной стенки раз�
ными методами экстракции, отличались по со�
отношению сахаров и не содержали фосфорных
эфиров глицерина. Эти данные могли указывать
на отсутствие тейхоевых кислот и наличие дру�
гих углеводсодержащих полимеров.

Структуры полимеров устанавливали на ос�
нове анализа одномерных спектров ЯМР на яд�
рах 1H, 13C и 31P с использованием двумерных
гомоядерных 1H,1H методик корелляционной
спектроскопии (COSY), TOCSY, ROESY и гете�
роядерных методик – 1H,13C HSQC, HSQC�
TOCSY, HMBC и 1H,31P HMBC.

В спектре ЯМР 13С препарата 1, полученного
экстракцией ТХУ, в области резонанса аномер�
ных атомов углерода наблюдали сигналы раз�
личной интенсивности, часть из которых, судя
по величине их химических сдвигов (δС 92,1;
93,5; 96,4 и 97,7 м.д.), принадлежала сахарным
остаткам со свободной гидроксильной группой
при С�1 (рис. 1; таблица). Три сигнала принад�
лежали аномерным атомам углерода при глико�
зидных связях δС 98,4; 98,2 и 102,9 м.д. 13С APT
(тест на присоединенные протоны) спектр вы�
явил также сигнал четвертичного аномерного
атома углерода при δС 96,4 м.д.

В спектре ЯМР 1Н в области резонанса прото�
нов при аномерных атомах углерода (рис. 2, ввер�
ху; таблица) были видны дублеты с КССВ, харак�
терные для пираноз с α�глюко� и α�галакто�кон�
фигурацией (δН 5,22; 5,20; 4,95 м.д.; 3JH�1, Н�2

3,5 Гц) и с β�глюко� и β�галакто�конфигурацией
(δН 4,72; 4,64; 4,56 м.д.; 3JH�1, Н�2 8 Гц).

В сильном поле (рис. 3, таблица) имелись
сигналы, характерные для протонов при С�3
альдулозоновых кислот (δН 2,27, дд, J 5 и 13 Гц и
δН 1,83, т, J 13 Гц).

Спектр ЯМР 31Р препарата содержал два
уширенный сигнал при δР −1,0 и −1,4 м.д.

Сигналы в одномерных спектрах ЯМР были
отнесены при использовании двумерных мето�
дик 1H,1H COSY, TOCSY, ROESY; 1H,13C HSQC,
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Химические сдвиги в спектрах 1H� и 13C ЯМР гликополимеров и их фрагментов из клеточной стенки G. protophormiae ВКМ
Ac�2104T

Остаток

→6)�α�D�GalpNAc�(1→      (GaN)

→6)�α�D�GlcpNAc�(1�P� (GN)

α�D�GalpNAc�(1→        (GaN')

→6)�α�D�GlcpNAc      (GNαα)

α�D�GalpNAc�(1→      (GaN'')

→6)�β�D�GlcpNAc        (GNββ)

→6)�α�D�Glcp�(1�P� (Gl)

→8)�α�Kdn�(2→          (Kαα)

→6)�β�D�Glcp�(1→ (Glc)

β�Kdn           (Kββ)

8)

↑

β�D�Glcp�(1        (Glc')

C�1
H?1

98,7

4,55

95,1a

5,47

98,4

4,95

92,1

5,20

98,2

4,95

96,4

4,72

96,6b

5,53

174,2

103,9

4,64

174,3

102,9

4,56

C�2
H?2

51,1c

4,21

55,0c

3,96

51,1

4,18

55,3

3,88

51,0

4,21

57,9

3,68

72,6

3,60

101,3

74,0

3,36

96,4

74,3

3,32

C�3
H?3 (H?3e,3a)

68,8

3,96

72,0

3,79

68,9

3,96

72,0

3,76

69,0

3,96

75,2

3,53

73,6

3,77

40,2

2,63, 1,65

75,9

3,51

40,1

2,27, 1,83

77,0

3,42

C�4
H?4

69,4

4,05

70,6

3,93

69,7

4,01

71,0

3,60

69,7

4,01

70,7

3,59

70,0

3,58

70,0

3,56

69,5

3,58

70,1

3,97

71,3

3,36

31P при δP
a −1,4; b −1,0 м.д.; c CH3CON при δС 23,3, 23,4 и 176,8, 175,9 и δН 2,07 м.д.

d Продукт полного автогидролиза Kdn?полимера с повторяющимся звеном →6)�β�D�Glcp�(1→8)�α�Kdn�(2→.

C�5
H?5

70,9

4,14

73,2

3,99

72,2

4,00

71,6

3,98

72,2

4,00

75,6

3,59

73,0

3,94

70,9

3,45

74,7

3,54

71,6

3,55

77,1

3,48

C�6
H?6, H?6'

65,8a

4,04, 4,00

66,7

4,08, 3,69

62,4

3,77, 3,75

66,8

4,02, 3,67

62,4

3,77, 3,75

66,7

3,97, 3,74

65,5b

4,20, 4,14

75,2

3,73

63,1

3,96, 3,64

72,8

4,04

62,1

3,94, 3,65

Полимер I

Химические сдвиги ЯМР 13С (δC TSP −1,6) и 1H (δH TSP 0,0)

C�7
H?7

69,1

4,44

67,9

4,06

C�8
H?8

85,7

3,95

79,5

3,97

C�9
H?9

61,5

4,23, 3,75

62,6

3,87, 3,75

Дисахариды из полимера I

Полимер II

Полимер III (Kdn�полимер)

Kdn�гликозидd из полимера III
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HSQC�TOCSY, HMBC и 1H,31P HMBC. Анализ
двумерных спектров выявил наличие в препара�
те 1 остатков α� и β�глюкопиранозы�6�фосфата
и дисахаридов�6�фосфата, α�D�GalpNAc�(1→6)�
α�D�GlcpNAc и α�D�GalpNAc�(1→6)�β�D�
GlcpNAc со свободной гидроксильной группой.
Было предположено, что низкомолекулярные
фосфатсодержащие соединения являются про�
дуктами гидролиза гликозил�1�фосфатных поли�
меров, неустойчивых в кислой среде (в условиях
выделения 10% ТХУ, pH < 1). В связи с этим бы�
ла проведена экстракция полимеров из клеточ�
ной стенки с использованием цитратного буфера
при pH 4,0 (препарат 2), что привело к выделе�
нию довольно больших олигосахаридов с фосфо�
диэфирными связями и установлению структур
двух гликозил�1�фосфатных полимеров: �6)�αα�
D�GalpNAc�(1→→6)�αα�D�GlcpNAc�(1�P� (поли�
мер I), �6)� αα�D�Glcp�(1�Р� (полимер II).

Абсолютная конфигурация моносахаридных
остатков в полимерах была определена как D
(см. раздел «Материалы и методы»).

Помимо фосфатсодержащих низкомолеку�
лярных соединений в препарате 1 по одномер�
ным и двумерным спектрам ЯМР был также
идентифицирован дисахарид состава β�D�Glcp�

(1→8)�β�Kdn (таблица), ошибочно принятый
ранее за повторяющееся звено β�2,4�связаннoго
полимера Kdn [14]. Последние наши исследова�
ния [13, 15] показали, что при выбранных нами
условиях выделения (экстракция 10% ТХУ,
pH < 1) нативный α�Kdn�содержащий полимер
подвергается автогидролизу и почти полностью
деградирует. Следы полимера, где Kdn имеет
α�конфигурацию гликозидной связи, обнаружи�
ваются в спектре 1H,13C HSQC препарата 1
(рис. 3). Также ранее было показано, что изна�
чальный Kdn�полимер, полученный в более мяг�
ких условиях выделения (экстракция Na�глици�
новым буфером, pH 8,8), сохраняет внутриполи�
мерные связи [13, 15]. Исследование препарата 3
выявило наличие в нем линейного Kdn�содер�
жащего полимера, а его структура соответствова�
ла таковой, описанной ранее в работе [15]: →→6)�
ββ�D�Glcp�(1→→8)�αα�Kdn�(2 (полимер III).

В клеточной стенке G. protophormiae ВКМ Ac�
2104T обнаружены моно�, дигликозил�1�фосфат�
ные полимеры и Kdn�тейхулозоновая кислота.

Гликозил�1�фосфатные полимеры ранее бы�
ли описаны у ряда актинобактерий [13, 16, 17].
Структура идентифицированного в настоящей
работе дигликозил�1�фосфатного полимера с
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Рис. 1. Спектр ЯМР 13С гликополимеров и их фрагментов (препарат 1) из клеточной стенки G. protophormiae ВКМ Ac�
2104T. Обозначения приведены в соответствии с таблицей. Арабские цифры относятся к номерам атомов углерода в ос�
татках, обозначенных как в таблице. Звездочками обозначены аномерные атомы углерода в остатках глюкозы (Glα и Glβ)
на восстанавливающем конце полимера II
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повторяющимся звеном �6)�α�D�GalpNAc�
(1→6)�α�D�GlcpNAc�(1�P� обнаружена впер�
вые. Также впервые идентифицирован моног�
ликозил�1�фосфатный полимер, состоящий из
фосфодиэфирносвязанных остатков α�глюко�
пиранозы, �6)�α�D�Glcp�(1�P�. Исследованные
ранее полимеры, содержащие один углеводный
остаток в повторяющемся звене, были постро�
ены из остатков N�ацетилированных произ�
водных моносахаридов: �6)�ManpNAc�(1�P?,
�4)�GlcpNAc�(1�P�(Bacillus pumilus) [18, 19],
�6)�GlcpNAc�(1�P� (Micrococcus spp.) [20] и
�6)� α�D�GalpNAc�(1�P� (Arthrobacter spp.) [13].

Тейхулозоновая кислота G. protophormiae
ВКМ Ac�2104T имела уже известную, описанную
для ряда актинобактерий структуру, →6)�β�D�
Glcp�(1→8)�α�Kdn�(2→ [15, 21], однако для рода
Glutamicibacter она так же, как и данный класс
гликополимеров в целом, обнаружена впервые.

В клеточной стенке другого представителя
рода – G. uratoxydans ВКМ Ac�1979Т, изученно�
го ранее, были выявлены гликополимеры иной
структуры: две тейхоевые кислоты, относящие�
ся к разным типам, и гликозилфосфатный по�
лимер с шестью моносахаридными остатками в
повторяющемся звене [11]. Тейхоевые кислоты
(структуры полностью не установлены) также
были обнаружены у G. nicotianae ATCC 15236
[10]. Хотя три вышеупомянутых штамма разли�
чаются по составу и структуре стеночных гли�
кополимеров, они имеют и общее свойство – в
их клеточной стенке присутствуют фосфатсо�
держащие полимеры. Следует отметить, что
представители другого рода, Paenarthrobacter,
также относившиеся ранее к Arthrobacter [2], со�
держат в клеточной стенке только бесфосфат�
ные полисахариды (неопубликованные данные
авторов).
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Рис. 2. Слабопольная часть 1H,13C HSQC�спектра гликополимеров и их фрагментов (препарат 1) из клеточной стенки
G. protophormiae ВКМ Ac�2104T. Соответствующие части 1H и 13C ЯМР�спектров приведены вверху и слева от двумерного
спектра соответственно. Обозначения приведены в соответствии с таблицей. Арабские цифры относятся к номерам ато�
мов углерода в остатках, обозначенных как в таблице



ДВА ГЛИКОЗИЛ�1�ФОСФАТНЫХ ПОЛИМЕРА И ТЕЙХУЛОЗОНОВАЯ КИСЛОТА

Полученные в настоящей работе и опубли�
кованные ранее данные о наборе и структурах
гликополимеров у трех представителей рода
Glutamicibacter, а также сведения о сахарах и по�
лиолах их клеточных стенок (галактоза, глюко�
за, глюкозамин, галактозамин, глицерин) по�
зволяют более полно охарактеризовать род и его
виды и могут быть использованы в таксономи�
ческой практике для дифференциации таксонов
видового и родового рангов на фенотипическом
уровне.
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ках программы исследований № ЦИТИС: АА�
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робиологии на 2016�2022 гг.
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статья не содержит описания выполненных ав�
торами исследований с участием людей или ис�
пользованием животных в качестве объектов.
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Рис. 3. Сильнопольная часть 1H,13C HSQC�спектра гликополимеров и их фрагментов (препарат 1) из клеточной стенки
G. protophormiae ВКМ Ac�2104T. Соответствующие части 1H и 13C ЯМР�спектров приведены вверху и слева от двумерного
спектра соответственно. Обозначения приведены в соответствии с таблицей. Арабские цифры относятся к номерам ато�
мов углерода в остатках, обозначенных как в таблице
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Two glycosyl 1�phosphate polymers containing monoglycosyl 1�phosphate, �6)�α�D�Glcp�(1�P�, and diglycosyl
1�phosphate, �6)�α�D�GalpNAc�(1→6)�α�D�GlcpNAc�(1�P�, in the repeating unit were identified in the cell wall
of Glutamicibacter protophormiae VKM Ac�2104T (formerly, Arthrobacter protophormiae). The structures of these poly�
mers were described for the first time in prokaryotes. Teichulosonic acid, the third identified polymer, with 3�deoxy�
D�glycero�α�D�galacto�non�2�ulopyranosonic acid (Kdn) and β�D�glucopyranose residues in the main chain, →6)�
β�D�Glcp�(1→8)�α�Kdn�(2→, has been previously detected in a number of actinobacteria. The structures of these
glycopolymers were established based on the results of chemical analysis and one�dimensional 1H, 13C, and 31P NMR
spectroscopy using two�dimensional homonuclear (1H,1H COZY, TOCSY, ROESY) and heteronuclear (1H,13C
HSQC, HSQC�TOCSY, HMBC, and 1H,31P HMBC) techniques.

Keywords: Glutamicibacter, cell wall, glycosyl 1�phosphate polymer, Kdn�containing teichulosonic acid


