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Принятые сокращения: КМЦ-Na  –  натриевая соль 
карбоксиметилцеллюлозы; МКЦ  –  микрокристалличе-
ская целлюлоза; GH – гликозил-гидролаза; PL – полиса-
харид-лиаза; PolyM, PolyG, PolyGlu – полиманнуроновая, 
полиглюкуроновая и полиглюкуроновуая кислоты соот-
ветственно.

* Адресат для корреспонденции.
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Cellulophaga lytica – грамотрицательная аэробная бактерия, в геноме которой обнаружено множество 
генов, кодирующих ферменты, расщепляющие полисахариды. Один из ферментов, названный ClGP, 
содержит домен гликозил-гидролазы семейства GH5 и домен полисахарид-лиазы  семейства  PL31. 
Фермент также содержит TAT-сигнальный пептид и  TIGR04183-домен, что указывает на внекле-
точную природу  ClGP. Филогенетический анализ показывает, что наиболее близкие к ClGP и со-
держащие TAT-сигнальный пептид и домены GH5, PL31 и  TIGR04183 ферменты, широко распро-
странены среди бактерий, принадлежащих к семейству  Flavobacteriaceae. ClGP, продуцируемый 
рекомбинантным штаммом Escherichia coli, был очищен и охарактеризован. ClGP демонстрирует 
эндоглюканазную (EC  3.2.1.4) активность и катализирует гидролиз β-D-глюкана,  натриевой соли 
 карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ-Na), аморфной целлюлозы, но не кристаллической целлюлозы и 
ксилана. Продуктами гидролиза КМЦ-Na являются целлобиоза и целлотриоза, при гидролизе β-D-
глюкана обнаруживаются глюкоза, целлобиоза, целлотетроза и целлопентоза. ClGP наиболее эффек-
тивен с  поли-β-D-маннуронатными, чем с  поли-α-L-гулуронатными участками альгиновой кислоты. 
В  связи с этим можно предположить, что ClGP является  PolyM-лиазой (EC  4.2.2.3). ClGP  активен 
по отношению к полиглюкуроновой кислоте, что указывает на его глюкуронан-лиазную активность 
(EC 4.2.2.14). Фермент отличается нейтральным рН-оптимумом, стабильностью в диапазоне рН 6,0–
8,0 и невысокой термостабильностью. ClGP эффективно осахаривает два вида бурых водорослей, 
Saccharina latissima и Laminaria digitata, что в дальнейшем позволяет использовать его в производстве 
биотоплива из макроводорослей.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: GH5-эндоглюканаза, PL31-альгиназа, мультифункционалный фермент, осахарива-
ние микроводорослей.

DOI: 10.31857/S0320972522060094, EDN: AUSTMD

ВВЕДЕНИЕ

Полисахариды  –  обширная группа по-
лимерных углеводов, входящих в состав кле-
точных стенок растений, грибов и бактерий, 
являющихся наиболее распространёнными 
веществами биосферы. Полисахариды состо-

ят из различных, часто модифицированных 
(метилированных, ацетилированных, ферули-
рованных и  т.д.), сахаров, связанных глико-
зидной связью [1]. Способностью расщеплять 
полисахариды обладают различные микро-
организмы, бактерии и грибы, разрушающие 
клеточную стенку. Микроорганизмы исполь-
зуют различные комбинации ферментов для 
деградации.  Гликозил-гидролазы  (GH) ката-
лизируют деструкцию гликозидных связей в 
присутствии воды, а  полисахарид-лиазы  (PL) 
расщепляют полисахариды путём негидроли-
тического и неокислительного разрыва угле-
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водной цепи [2, 3]. Важную роль в декомпози-
ции полисахаридов играет процесс окисления. 
Например, литические полисахарид-моно-
оксигеназы расщепляют гликозидные связи 
путём включения одного атома окисляющего 
агента  – кислорода  – в молекулу субстрата в 
присутствии подходящего восстановительного 
агента [4]. Полисахариды также могут подвер-
гаться деструкции гироксильными радикала-
ми, образующимися при действии лакказы и 
целлобиозодегидрогеназы [5].

Как гликозил-гидролазы, так и полисаха-
рид-лиазы проявляют широкую субстратную 
специфичность, что связано с огромным раз-
нообразием структур полисахаридов. На осно-
вании сходства последовательностей GH, PL 
и другие ферменты деструкции полисахаридов 
подразделяются на различные семейства  [6]. 
Полная информация об углевод-активных 
ферментах и их классификация представле-
ны в базе данных CAZy (http://www.cazy.org/). 
Ферменты, принадлежащие к одному семей-
ству, могут отличаться субстратной специ-
фичностью  [7] и эффективно расщеплять 
несколько субстратов. Мультифункциональ-
ные ферменты, способные катализировать 
несколько различных реакций, часто встре-
чаются среди ферментов, активных в отно-
шении полисахаридов, в особенности среди 
гликозил-гидролаз. Мультифункциональность 
может проявляться двумя способами. Одни 
ферменты способны взаимодействовать с 
различными субстратами благодаря особой 
структуре своего активного центра. Приме-
рами таких ферментов являются целлюла-
за-ксиланаза бактерий Chryseobacterium sp. или 
Clostridium thermocellum и целлюлаза-маннана-
за Thermotoga maritima [8–10]. Другие мульти-
функциональные ферменты содержат в своей 
молекуле несколько каталитических доменов. 
Например, бифункциональный фермент с дву-
мя каталитическими доменами Ruminococcus 
fl avefaciens проявляет как ксиланазную, так 
и β-(1,3–1,4)-глюканазную активность  [11]. 
Наличие нескольких каталитических доме-
нов позволяет расширить каталитические 
возможности фермента и эффективно взаи-
модействовать с различными субстратами. 
В качестве примера можно привести фермент, 
полученный из метагеномной ДНК, содержа-
щий три каталитических домена и проявляю-
щий α-L-арабинофуранозидазную, ксиланаз-
ную и ферулоил-эстеразную активности  [12]. 
Двухдоменный фермент Bacillus  sp. обладает 

пектат-лиазной и метил-эстеразной активно-
стью и принадлежит к двум различным клас-
сам ферментов [13].

 Cellulophaga lytica  – грамотрица-
тельная аэробная бактерия из семейства 
Flavobacteriaceae, распространённая в лито-
ральной зоне на поверхности водорослей и 
пляжной грязи  [14]. Анализ полного генома 
этой бактерии выявил наличие десятков ге-
нов, кодирующих ферменты, участвующие 
в расщеплении полисахаридов  [15]. Один из 
ферментов (GenBank ADY28795.1) содержал 
последовательности каталитических доме-
нов гликозил-гидролазы семейства  GH5 и 
полисахарид-лиазы семейства  PL31 (http://
www.cazy.org/b1554.html). Таким образом, 
этот фермент потенциально может проявлять 
мультифункциональность и предположитель-
но способен катализировать расщепление 
β-(1,4)-глюканов, альгиновой и полиглюку-
роной кислот (http://www.cazy.org/GH5.html; 
http://www.cazy.org/PL31.html), что не удиви-
тельно, так как C. lytica обитает на поверхно-
сти водорослей, чья клеточная стенка состоит 
в основном из этих веществ [16, 17]. В данной 
работе был получен рекомбинантный штамм 
Escherichia coli, продуцировавший потенци-
ально мультифункциональный фермент из 
C. lytica, были исследованы свойства и биотех-
нологический потенциал фермента.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование штамма и реактивы. 
C.  lytica VKM B-1433 (=DSM 7489) был полу-
чен из Всероссийской коллекции микроорга-
низмов (http://www.vkm.ru/index.htm). Штамм 
культивировали при 29  °C (pH  7,2) в среде 
следующего состава (г/литр): дрожжевой экс-
тракт  – 1,0; триптон  – 1,0; KCl  – 0,7; NaCl  – 
24,7; MgSO

4 
 × 7 H

2
O – 6,3; MgCl

2
 × 6 H

2
O – 4,6; 

CaCl
2
 × 2 H

2
O – 1,2; NaHCO

3
 – 0,2.

Приготовление буфера Бриттона–Робинсона. 
Универсальный 0,3 M буфер Бриттона–Робин-
сона готовили следующим образом: 0,1  M  ор-
тофосфорной кислоты, 0,1 М борной кислоты, 
0,1  M  уксусной кислоты смешивали, значение 
рН доводили до нужного раствором 1 М NaOH 
в воде.

В данном исследовании использовали сле-
дующие реактивы: соли, кислоты, щелочи, а 
также некоторые компоненты среды («PanReac 
AppliChem», США); дрожжевой экстракт 
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(«Biospringer», Франция); триптон («VWR Life 
Science AMRESCO», США) ; микрокристалли-
ческая целлюлоза (МКЦ) «Avicel PH-101», пек-
тин из цедры цитрусовых, натриевая соль альги-
новой кислоты, β-D-глюкан из ячменя, ксилан 
бука, натриевая соль карбоксиметил целлюлозы 
(КМЦ-Na) («Sigma-Aldrich», США) . Полиман-
нуроновая (PolyM) и полиглюкуроновая (PolyG) 
кислоты были синтезированы методом кислого 
гидролиза альгиновых кислот  [18]. Полиглю-
куроновую кислоту (PolyGlu) синтезировали 
из аморфной целлюлозы с помощью системы 
TEMPO-NaBr-NaClO («Sigma-Aldrich»)  [19]. 
Аморфную целлюлозу получали регенераци-
ей микрокристаллической целлюлозы  (МКЦ) 
фосфорной кислотой [20].

Морские макроводоросли Saccharina 
latissimi и Laminaria digitata были собраны в Кан-
далакшском заливе Белого моря в августе 2019 г. 
Водоросли перед использованием промывали 
водой и высушивали.

Клонирование, рекомбинантная экспрессия 
и очистка белка. Ген амплифицировали мето-
дом ПЦР с использованием хромосомной ДНК 
и праймеров Clf1 (GGTACCGGATCCCAATC
TCCTGTAGAAAAAC 27) и Clr1 (CTGCAGTC
GACCTATTTTTTAACAAATAAAGAACG 27). 
Праймеры были подобраны при использова-
нии последовательности гена, депонированной 
в GenBank (NZ_CP009239.1:1037354-1040365). 
Для создания продуцента на основе клеток 
E.  coli  M15(pRep4) амплифицированный ген 
клонировали в векторную плазмиду pQE-30 
(«Qiagen», Германия), расщеплённую эндонук-
леазами рестрикции BamHI и SalI. Скрининг 
клонов E.  coli, содержащих рекомбинантные 
плазмиды, проводили методом ПЦР с исполь-
зованием универсальных праймеров для pQE30. 
Затем продукцию белка индуцировали добавле-
нием 0,1  мМ изопропил-β-D-тиогалактопира-
нозида (ИПТГ), после чего клетки инкубирова-
ли в течение 18 ч при 18 °C при перемешивании 
со скоростью 50 об/мин. Клетки осаждали цен-
трифугированием («Beckman», США) 30  мин 
при 3700 rpm, осадок ресуспендировали в 10 мл 
20  мМ фосфатного буфера  (рН  7,4), содержа-
щего 0,5 М NaCl и 1 мМ имидазол. После раз-
рушали клетки ультразвуком с использованием 
прибора Sonicator Q500 («QSonica», США). За-
тем удаляли клеточный дебрис центрифугиро-
ванием, и клеточный лиза т загружали в колонку 
HisTrapp объёмом 5 мл («GE Healthcare», США), 
уравновешенную буфером, в котором прово-
дилось ресуспендирование клеток, при скоро-

сти потока 1  мл/мин. Бело к элюировали тем 
же буфером с добавлением 0,3  М  имидазола в 
изократическом режиме при скорости потока 
1 мл/мин. После очистки фракции белка диали-
зовали против 50 мМ Tris-HCl-буфера (pH 7,6). 
Чистоту белка определяли с использованием 
ДНС-ПААГ-электрофореза в 10%-ном ПААГ.

Определение свойств фермента. Гидроли-
тическую активность фермента в отношении 
МКЦ, КМЦ-Na, β-D-глюкана и ксилана опре-
деляли по образованию восстанавливающих 
сахаров, образование которых фиксировали 
с помощью 3,5-динитросалициловой кисло-
ты (ДНС) [21] с использованием глюкозы в ка-
честве стандарта. Одну единицу гидролитиче-
ской активности (Е) определяли как количество 
фермента, которое канализует образование 
1 мкмоль глюкозы за 1 мин при действии на со-
ответствующий субстрат.

Лиазную активность в отношении пектина, 
альгиновой кислоты, PolyM, PolyG и PolyGlu 
определяли методом с использованием тио-
барбитуровой кислоты  (ТБК)  [22]. Образова-
ние окрашенного продукта отслеживали спек-
трофотометрически («Shimadzu», Япония) при 
длине волны 550  нм. Одну условную единицу 
активности  (уЕ) определяли как количество 
фермента, вызывающее изменение оптической 
плотности на  0,01  Ед. Реакцию проводили в 
50  мМ  универсальном буфере Бриттона–Ро-
бинсона (рН 7,0) [23] при 40 °C и концентрации 
субстрата – 1%.

Термостабильность и рН-стабильность фер-
мента определяли как остаточную активность 
после его инкубации при различных температу-
рах или значениях рН. Остаточную активность 
выражали в процентах; исходную активность 
фермента принимали за  100%. Термостабиль-
ность изучали в 50  мМ  универсальном буфе-
ре (рН 7,0); концентрация фермента составляла 
1 мг/мл. Стабильность рН измеряли в аналогич-
ных условиях, но в диапазоне рН 3,0–9,0. При 
исследовании рН-стабильности фермент хра-
нили при 5  °C в течение 5  суток в стерильных 
условиях.

Температурный и рН-оптимум фермента 
устанавливали в аналогичной буферной систе-
ме и при аналогичной концентрации, но ре-
зультаты представлены в виде относительных 
активностей, за  100% принято максимальное 
значение активности.

Концентрацию белка определяли с помо-
щью коэффициента молярной экстинкции, 
рассчитанного на основе последовательно-
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сти белка с помощью программы Vector  NTI. 
Поиск гомологов белков проводили с помо-
щью BLASTP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi?PAGE=Proteins). Для анализа были вы-
браны последовательности, которые имели по 
крайней мере 95% покрытия и 50%-ный уровень 
идентичности. Для определения наличия после-
довательностей сигнальных пептидов использо-
вали программу SignalP 5.0 (http://www.cbs.dtu.
dk/services/SignalP/). Уровень идентичности об-
наруженных гомологов оценивали с помощью 
алгоритма парного выравнивания белковых по-
следовательностей Нидлмана–Вунша (https://
www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/).

Продукты гидролиза КМЦ-Na и β-D-глю-
кана идентифицировали методом тонкослойной 

хроматографии, как описано ранее [24]. Осаха-
ривание водорослей проводили в 50 мМ универ-
сальном буфере (рН 7,0), концентрация водоро-
слей – 2% (w/v), количество белка – 0,5 мг/мл. 
Водоросли гомогенизировали с помощью мель-
ницы и просеивали через сито с размером ячеек 
0,5 мм. Реакцию проводили при 40 °C в течение 
24  ч на орбитальном шейкере («Biosan», Лат-
вия). Осахаривание оценивали по образованию 
восстанавливающих групп методом  ДНС и по 
увеличению оптической плотности при 550 нм 
при взаимодействии ненасыщенных уроновых 
кислот с ТБК.

Филогенетический анализ. Множественное 
выравнивание аминокислотных последова-
тельностей, идентифицированных с помощью 

Рис. 1. Филогенетическое дерево для GlGP и его 26 гомологов в разных родах бактерий, построенное методом макси-
мального правдоподобия в программе IQ-TREE. Цифры в узлах указывают значения сверхбыстрого бутстрэп-анализа. 
Шкала соответствует количеству аминокислотных замен на остаток

9*
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BLASTP, проводили с использованием алгорит-
ма MUSCLE  [25]. Оптимальную модель заме-
щения определяли с помощью ModelFinder [26], 
реализованного в программе IQ-TREE (вер-
сия  1.6.12)  [27]. Филогенетическое дерево было 
построено на основе множественных выравни-
ваний в программе IQ-TREE с использовани-
ем метода максимального правдоподобия. Для 
получения значений степени ветвления было 
использовано 1000 реплик [28]. Построенное де-
рево визуализировали в программе MEGA6 [29].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Ген, кодирующий белок ADY28795.1, 
названный ClGP, был клонирован из ге-
номной ДНК C.  lytica. Последовательность 
клонированного гена полностью соответ-
ствовала последовательности, депониро-
ванной в GenBank. Анализ аминокислотной 
последовательности белка выявил наличие 
сигнального пептида ТАТ (1–27  а.о.), домена 
семейства GH5 (40–289  а.о.), домена семей-
ства PL31 (337–651 а.о.) и домена TIGR04183 
(925–997 а.о.). Наличие пептида ТАТ и домена 
TIGR04183, участвующих в системе секреции 
белка T9SS  [30], свидетельствует о том, что 
ClGP является внеклеточным ферментом. По-
иск гомологичных белков с помощью BLAST 
показал, что его гомологи присутствуют  у 
26 штаммов бактерий , относящихся к 8 родам: 
Cellulophaga (WP_144709429.1, WP_051983444.1, 
WP_075694614.1, WP_089118852.1, TVZ08636.1), 
Olleya (WP_051419236.1, WP_116822569.1, WP_
051431154.1, WP_082395983.1, WP_101016188.1), 
Algibacter (WP_100894745.1), Psychroserpens (WP_
136584815.1), Seonamhaeicola (WP_076701600.1), 
Polaribacter (WP_105048247.1, WP_158837275.1), 
Aquimarina (WP_073315802.1, MAQ75930.1, 
WP_091411656.1, WP_118388834.1, WP_051336141.1, 
WP_159092196.1, WP_118459330.1, WP_099098792.1, 
WP_118500825.1), Tenaci baculum (WP_095070691.1) и 
бактери и KN852 (семейство Flammeovirgaceae) 
(WP_169684745.1). Все эти бактери и являют-
ся представителями типа Bacteroidetes; 8 родов 
относятся к семейству Flavobacteriaceae (класс 
Flavobacteriia, порядок Flavobacteriales), а бак-
терия KN852  –  к семейству Flammeovirgaceae 
(класс Cytophagia, порядок Cytophagales). При 
анализе множественного выравнивания, полу-
ченного с помощью алгоритма MUSCLE, мы об-
наружили, что оптимальная модель аминокис-
лотных замен – это WAG + F + I + G4 [31, 32], 

согласно ModelFinder [26].
Эта модель замещения была впоследствии 

использована для построения филогенетиче-
ского дерева, представленного на рис. 1.

Все идентифицированные гомологи ClGP 
были сгруппированы в три группы с высоким 
уровнем бутстрэп-поддержки (более  95%). 
Первая группа состоит из 13  белков  –  6 – из 
Cellulophaga (включая ClGP), 5  – из Olleya, 
1  –  из Algibacter, 1  –  из Psychroserpens. Вторая 
группа содержит 12  белков: 8  –  из Aquimarina, 
2 – из Polaribacter, 1 – из Tenacibaculum, 1 – бе-
лок Seonamhaeicola. В  третью группу входят 
2  оставшихся белка из бактерий Aquimarina 
(MAQ75930.1) и Flammeovirgaceae KN852. Уро-
вень идентичности белков первой группы с 
ClGP при попарном выравнивании по алго-
ритму Нидлмана–Вунша варьировал в преде-
лах 80,8–99,4%, при этом наиболее высокий 
уровень был у ферментов Cellulophaga  (98,7–
99,4%).

Наиболее отдаленным гомологом оказался 
фермен т из бактерии Flammeovirgaceae KN852 
(44,7% идентичности с  ClGP). Выравнивание 
аминокислотных последовательностей белков 
из разных родов бактерий показало наличие до-
менов ТАТ, GH5, PL31 и TIGR04183, хотя раз-
меры и положение доменов в молекулах разли-
чались (рис. 2).

В ходе данной работы был получен реком-
бинантный штамм E. coli – продуцент фермен-
та  ClGP. Продукция белка наблюдалась толь-
ко для варианта без ТАТ-сигнального пептида 
(21  а.о. с N-конца) и без домена TIGR04183 
(74  а.о. с С-конца). Белок без ТАТ-сигнально-
го пептида, но с TIGR04183 не продуцировал-
ся. Продукция белка составила 300  мг на литр 
культуральной жидкости . Фермент был очищен 
с помощью метода аффинной хроматографии 
(рис. 3). Молекулярная масса фермента состав-
ляла 101 кДа, что хорошо согласуется с массой 
белка ClGP, рассчитанной на основе его после-
довательности.

Присутствие домена семейства GH5 
свидетельствует о возможной гидролитиче-
ской активности  ClGP. Ферменты этого се-
мейства широко распространены в приро-
де и обладают различной субстратной спец-
ифичностью (http://www.cazy.org/GH5.html). 
Многие белки GH5 проявляют эндоглюка-
назную (EC  3.2.1.4) активность  [33]. Установ-
лено, что ClGP обладает эндоглюканазной ак-
тивностью в отношении таких субстратов, как 
β-D-глюкан, КМЦ-Na, аморфная целлюлоза, 
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но не гидролизует МКЦ и ксилан (таблица).
Продуктами гидролиза КМЦ-Na были цел-

лобиоза и целлотриоза, а β-D-глюкан гидроли-
зовался до глюкозы, целлобиозы, целлотетрозы 
и целлопентозы (рис. 4).

Согласно CAZy, ферменты с доменом се-
мейства  PL31 обладают активностью глюкуро-
нан-лиазы (КФ  4.2.2.14) или альгинат-лиазы 
(КФ  4.2.2.3). ClGP проявлял активность как 
в отношении альгиновой кислоты, так и в от-

Рис. 2. Выравнивание последовательностей белка из бактерий типа Bacteroidetes. Аа  –  Aquimarina aggregata 
(WP_099098792.1); As  –  Aquimarina spongiae (WP_073315802.1); Tj  –  Tenacibaculum jejuense (WP_095070691.1); 
Pb – Polaribacter butkevichii (WP_105048247.1); Ss – Seonamhaeicola sp. С2-3 (WP_076701600.1); Ps – Psychroserpens sp. NJDZ02 
(WP_136584815.1); Оа  –  Olleya aquimaris (WP_116822569.1); Fb  –  бактерия Flammeovirgaceae KN852 (WP_169684745.1); 
Cl – Cellulophaga lytica (ADY28795.1). Сигнальный пептид ТАТ находится в рамке. Домен GH5 выделен серым цветом; 
домен PL6 выделен черным цветом; домен TIGR04183 подчеркнут
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Рис. 3 . ДСН-ПААГ-электрофорез ClGP. Дорож-
ки:  М  –  маркеры молекулярной массы; 1  –  фермент по-
сле очистки; 2  –  культура E.  coli после индукции ИПТГ; 
3 – культура E. coli до индукции ИПТГ

Рис. 4. Продукты гидролиза КМЦ-Na и β-глюкана ClGP, 
 данные ТСХ. С – стандарты: Ц1 – глюкоза, Ц2 – целло-
биоза, Ц3 – целлотриоза, Ц4 – целлотетроза, Ц5 – целло-
пентоза

Субстратная специфичность ClGP

Субстрат
Гидролитическая 
активность, ед/мг

Лиазная 
активность, ед/мг

МКЦ а.о. –*

β-D-глюкан 2180 ± 104 –

КМЦ-Na 1240 ± 62 –

Аморфная целлюлоза 985 ± 38 –

Ксилан а.о. –

Пектин а.о. а.о.

Альгиновая кислота – 240 ± 12

PolyM – 285 ± 7

PolyG – 23 ± 1

PolyGlu – 310 ± 8

Примечание. а.о. – активность отсутствует; * – не определяли.

ношении PolyGlu, поэтому фермент является 
одновременно глюкуронан-лиазой и альги-
нат-лиазой. По фукциональному признаку в 
отношении различных блоков альгината лиа-
зы подразделяются на маннуронат-специфич-
ные альгинат-лиазы (PolyМ-лиаза, КФ  4.2.2.3) 

и гулуронат-специфичные альгинат-лиазы 
(PolyG-лиаза, КФ  4.2.2.11), а также альги-
нат-лиазы, активные как в отношении G-, так и 
в отношении М-блоков [34]. ClGP был активен 
в отношении  PolyМ, но проявлял слабую актив-
ность в отношении  PolyG. Это указывает на то, 
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что фермент представляет собой PolyМ-лиазу. 
Его слабая PolyG-лиазная активность может 
быть связана с наличием примесей PolyМ-бло-
ков в PolyG в связи со способом приготовления 
субстратов [18].

Фермент не проявлял лиазной активности 
в отношении пектина. Чтобы выяснить, транс-
формируются ли полисахариды при гидроли-
тическом и лиазном расщеплении в различных 
активных центрах молекулы фермента, мы изу-
чили трансформацию альгиновой кислоты или 
PolyGlu в присутствии β-D-глюкана. β-D-глю-
кан в концентрациях 0,5, 1 и 2 мг/мл не влиял 
на скорость образования ненасыщенного эфи-

ра уроновой кислоты из альгиновой кислоты 
и  PolyGlu. Это показывает, что гидролитиче-
ская и лиазная активности ClGP определяются 
различными активными центрами, что согласу-
ется с наличием доменов GH5 и PL31 в молеку-
ле фермента.

Влияние различных факторов устанавли-
вали отдельно для гидролитической и лиазной 
активности фермента. рН-Оптимум гидро-
литической и лиазной активности ClGP был 
нейтральным (рН  7); при значениях рН ниже 
3–4 – активность не наблюдалась (рис. 5).

При нейтральном значении рН стабиль-
ность фермента была выше. ClGP обладал 
умеренной термостабильностью, но его гидро-
литическая активность проявляла бо льшую 
устойчивость к высоким температурам, чем 
лиазная. Гидролитическая активность сохра-
нялась при 50 и 60 °С в течение часа, а лиазная 
активность исчезала при 50 °С в течение 50 мин. 
Температурный оптимум для лиазной активно-
сти также был ниже и определялся при 40 °С, а 
для гидролитической активности  – при 60  °С. 
Различия в термооптимуме и термостабильно-
сти могут быть результатом различной стабиль-
ности доменов GH5 и PL31.

Макроводоросли являются перспективным 
источником биомассы, пригодной для произ-
водства различных химикатов, в том числе био-
топлива  [35,  36]. Ферментативная обработка 
увеличивает содержание сахаров в макроводо-
рослях, что увеличивает выход биотоплива при 
ферментации [37]. В данной работе исследовали 
способность фермента осахаривать две бурые 
водоросли, S. latissima и L. digitata. Среди бурых 
водорослей в Белом море доминируют имен-
но эти два вида – их биомасса может достигать 
5,2 кг/м2 [38]. При осахаривании макроводоро-
слей ClGP образуются редуцирующие сахара и 
ненасыщенные уроновые кислоты (рис. 6), что 
может быть связано как с гидролитическим, так 
и лиазным действием фермента.

Трудно точно оценить вклад гидролитиче-
ской активности в осахаривание, так как при 
лиазном расщеплении полисахаридов также 
образуются редуцирующие сахара. Тем не ме-
нее фермент эффективно осахаривал водорос-
ли. Исходная концентрация редуцирующих 
сахаров и веществ, а также степень осахарива-
ния были выше для S. latissima. Это может быть 
связано с различной концентрацией полисаха-
ридов у водорослей, которая варьируется как 
в зависимости от вида, так и в зависимости от 
времени года [39].

Рис. 5. Свойства гидролитической и лиазной активности 
ClGP. а  –  рН-зависимость активности; б  –  рН-зависи-
мость стабильности; в – зависимость активности от тем-
пературы; г – термостабильность. Сплошная линия – гид-
ролитическая активность: 1  –  40 °C, k

app
  =  0,001  мин–1; 

2 – 50 °C, k
app

 = 0,003 мин–1; 3 – 60 °C, k
app

 = 0,018 мин–1. 
Пунктирная линия  –  лиазная активность: 4  –  40  °C, 
k

app
 = 0,005 мин–1; 5 – 50 °C, k

app
 = 0,019 мин–1

Рис. 6. Осахаривание бурых водорослей рекомбинантным 
ферментом ClGP. К – контроль; Е – вариант с ферментом. 
Серые столбики – образование восстанавливающих саха-
ров, белые столбики – поглощение при 550 нм
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В этой работе нами был впервые получен 
и исследован фермент из C. lytica, обладающий 
как эндоглюканазной, так и альгиназной ак-
тивностью и, таким образом, относящийся од-
новременно к двум классам ферментов – гид-
ролазам и лиазам. ClGP проявлял эндоглюка-
назную активность, как и многие другие белки 
семейства GH5. Как и большинство известных 
глюканаз семейства GH5, ClGP эффективно гид-
ролизовал β-D-глюкан, аморфную целлюлозу, 
КМЦ-Na, но не был активен в отношении мик-
рокристаллической целлюлозы [40–42]. Как и 
в случае ClGP, продукты разложения КМЦ-Na 
и β-D-глюкана эндоглюканазами GH5 пред-
ставляют собой олигосахариды [43, 44].

ClGP обладал способностью расщеплять 
компоненты клеточной стенки водорослей  – 
β-(1,4)-глюканы и альгиновую кислоту. Альги-
новая кислота является компонентом клеточ-
ной стенки бурых водорослей; это линейный 
сополимер α-L-гулуроновой кислоты  (G) и 
(1–4)-связанных остатков β-D-маннуроновой 
кислоты [45]. Она может составлять до 40% от 
общей сухой массы клеточной стенки [46].

Альгинат-лиазы могут расщеплять альги-
нат на ненасыщенные олигосахариды уроновых 
кислот путём β-элиминирования гликозидных 
связей. Эти ферменты широко распростране-
ны в природе и выделены из водорослей, мол-
люсков и большого числа бактерий  [35]. Аль-
гиназы принадлежат к разным семействам  PL 
(http://www.cazy.org/Polysaccharide-Lyases.
html). Но только единственный фермент – аль-
гиназа PsAly из Paenibacillus sp., штамм FPU-7, 
описанный ранее, принадлежал семейству 
PL31 [47]. Изучены свойства этого фермента и 
его трёхмерная структура. Как и полученный 
нами ClGP, PsAly обладает умеренной термо-
стабильностью, нейтральным оптимумом рН и 
PolyМ-лиазной активностью. Хотя большин-
ство альгиназ имеют нейтральный рН-опти-
мум, существуют ферменты со щелочным или 
кислым оптимумом [48].

Поскольку ClGP был также активен про-
тив PolyGlu, он обладает глюкуронан-лиазной 
активностью. PolyGlu, как и альгиновая кис-
лота, представляет собой полиуроновую кис-
лоту, состоящую из мономеров глюкуроновой 
кислоты [49]. Это вещество содержится в кле-
точных стенках некоторых бактерий, грибов и 
зелёных водорослей  [16]. Глюкуронан-лиазы 
секретируются бактериями и грибами и при-

надлежат к разным семействам CAZy (http://
www.cazy.org/Polysaccharide-Lyases.html). Глю-
куронан-лиазная активность показана только 
для двух белков семейства PL31 [50], но тести-
рование на активность в отношении альгино-
вой кислоты в этой работе не проводилось. 
Фактически в большинстве исследований не 
проверялась активность альгиназ в отноше-
нии PolyGlu или активность глюкуронан-лиаз 
в отношении альгиновой кислоты. Единствен-
ным опубликованным примером альгиназы, 
проявляющей слабую активность в отношении 
PolyGlu, является фермент Smlt2602 семейства 
PL17 из Saccharophagus degradans  [51]. Было 
показано, что этот фермент активен против 
блоков  G и M альгината. Одна мутация в ак-
тивном сайте Smlt2602, H208F, снижала актив-
ность альгиназы, но значительно увеличивала 
активность глюкуронан-лиазы. Возможно, 
различие в специфичности действия этих фер-
ментов связано с особенностями строения ак-
тивного центра. Однако не ясно, является ли 
активность ClGP в отношении этих двух суб-
стратов уникальным свойством или это свой-
ство широко распространено среди других 
глюкуронан-лиаз и альгиназ. Для выяснения 
этого вопроса необходимы дальнейшие иссле-
дования.

Все белки, наиболее близкие к ClGP и 
содержащие все 4  домена (TAT, GH5, PL31 и 
TIGR04183), были идентифицированы с помо-
щью BLASTP у бактерий типа Bacteroidetes; по-
давляющее большинство видов этих бактерий 
принадлежит к семейству Flavobacteriaceae, 
и только один вид принадлежит к более отда-
ленному семейству Flammeovirgaceae (класс 
Cytophagia). Все эти бактерии были выделе-
ны из различных морских сред, большин-
ство из них принадлежит к «морской кладе» 
Flavobacteriaceae [52]. Примечательно, что не-
которые из них связаны с макроводорослями. 
Постепенное увеличение числа доступных ан-
нотированных геномов позволяет надеяться, 
что в ближайшем будущем будут идентифи-
цированы новые белки со схожей доменной 
структурой.

ClGP представляет собой внеклеточный 
белок, он имеет N-концевой сигнальный 
пептид и С-концевой домен TIGR04183 си-
стем транслокации белков TAT и T9SS со-
ответственно. Без делеции N- и С-концевых 
последовательностей продукции белка не на-
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блюдалось. После удаления TIGR04183 и ТАТ 
молекулярная масса ClGP уменьшалась с 109,2 
до 99,5 кДа. Известно, что эффективность про-
дукции белка у E. coli может снижаться с уве-
личением размера белка [53]. При транслока-
ции через мембрану ТАТ-сигнальный пептид и 
домен TIGR04183 удаляются, поэтому зрелые 
белки их не содержат [30, 54]. Есть данные, что 
наличие ТАТ-сигнального пептида может при-
водить к агрегации и снижению активности 
рекомбинантных белков  [55], а также играть 
важную роль в правильном фолдинге бел-
ков  [56]. В  нашем случае активный фермент 
был получен без сигнального пептида ТАТ и 
домена TIGR04183. Возможно, что эти струк-
туры не участвуют в сворачивании нативной 
молекулы ClGP.

Чем выше концентрация сахаров в био-
массе водорослей, тем выше выход продукта 
при ферментации [57]. Существуют различные 
способы повышения концентрации сахаров в 
биомассе. Одним из них является физико-хи-
мическая обработка: нагревание, кислотный 
и щелочной гидролиз, обработка микровол-
нами  [58]. Другим способом усиления осаха-
ривания является обработка водорослей фер-
ментами, что является более мягким методом 
по сравнению с физико-химической обработ-
кой  [59,  60]. Для этих целей обычно исполь-

зуются либо альгиназы, либо эндоглюканазы, 
причём совместное использование этих двух 
типов ферментов существенно увеличивает 
образование сахаров  [61,  62]. ClGP, обладаю-
щий одновременно двумя ферментативными 
активностями и способный к осахариванию 
водорослей, может замещать сразу два фер-
мента, и поэтому является перспективным 
кандидатом для биотехнологического исполь-
зования.
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MULTIFUNCTIONAL ENZYME WITH ENDOGLUCANASE 
AND ALGINASE/GLUCURONAN LYASE ACTIVITIES 

FROM BACTERIUM Cellulophaga lytica
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Cellulophaga lytica is a gram negative aerobic bacterium, in the genome of which there are many genes encoding 
polysaccharide degrading enzymes. One predicted enzyme contains a glycoside hydrolase (GH) domain from 
the GH5 family and a polysaccharide lyase (PL) domain from the PL31 family. The enzyme also contains 
the TAT signal peptide and TIGR04183 domain, which indicates the extracellular nature of the enzyme. The 
enzyme was named ClGP. Phylogenetic analysis showed that the enzymes, which were most closely related 
to ClGP and contained all four domains (TAT, GH5, PL31, TIGR04183), are widespread among bacterial 
species belong to the Flavobacteriaceae family. ClGP was expressed in E. coli, purifi ed, and its properties 
were studied. ClGP showed endoglucanase (EC 3.2.1.4) activity and catalyzed the hydrolysis of β-D-glucan, 
carboxymethylcellulose sodium salt (CMC), amorphous cellulose, but not microcrystalline cellulose and 
xylan. The products of CMC hydrolysis were cellobiose and cellotriose, while β-D-glucan was hydrolyzed to 
glucose, cellobiose, cellotetraose, cellopentaose. ClGP was more active against poly β-D-mannuronate blocks 
than poly α-L-guluronate blocks of alginic acid. This indicates that the enzyme is a polyM lyase (EC 4.2.2.3). 
ClGP was active against polyglucuronic acid, so it showed glucuronan lyase (EC 4.2.2.14) activity. The enzyme 
had a neutral pH optimum, was more stable at neutral pH values and had a moderate thermal stability. ClGP 
eff ectively saccharifi ed two brown algae, Saccharina latissima and Laminaria digitata, which indicates the 
possibility of using the enzyme for saccharifi cation of macroalgae used for biofuel production.

Keywords: GH5 endoglucanase, PL31 alginase, multifunctional enzyme, saccharifi cation of macroalgae


