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С использованием методов масс-спектрометрии и HCD-фрагментации ионов определены структу-
ры низкомолекулярных экзоолигосахаридов, продуцируемых симбиотическими азотфиксирующи-
ми бактериями Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39. Показано, что экзоолигосахариды являются
мономерами, димерами и тримерами повторяющегося октасахаридного звена кислого высокомоле-
кулярного экзополисахарида. Мажорная фракция представлена мономерами октасахарида с двумя
остатками глюкуроновой кислоты на восстанавливающем конце. В культуральной жидкости обна-
ружены также гептасахариды, соответствующие октасахаридному звену, лишенному остатков
GlcA-с или Glc-b в главной цепи. Выявлена гетерогенность экзоолигосахаридов по содержанию
О-ацетильных и гидроксибутаноильных заместителей.
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Формирование симбиоза является многоэтап-
ным процессом координированного взаимодей-
ствия клубеньковых бактерий и бобовых растений, в
ходе которого происходит обмен молекулярными
сигналами между партнерами, приводящий к
дифференциальной экспрессии генов у обоих
симбионтов. Результатом такого взаимодействия
является образование азотфиксирующего клу-
бенька, который можно рассматривать как новый
специализированный орган растений. Одним из
важнейших факторов формирования симбиоза
является синтез бактериями семейства Rhizobia-
ceae экзополисахаридов (ЭПС).

Как и у многих микроорганизмов, экзополиса-
хариды ризобий участвуют в защите бактерий от
абиотических стрессов, образовании биопленок и
подавлении защитных систем растения-хозяина
(Marczak et al., 2017). Мутации, блокирующие син-
тез ЭПС у клубеньковых бактерий, нарушают и
образование азотфиксирующих (Fix+) клубеньков
недетерминированного типа в симбиозе с такими
бобовыми растениями, как Medicago, Trifolium, Vi-
cia, Pisum, Astragalus (Leigh et al., 1987; Rolfe et al.,

1996; Cheng, Walker, 1998). В частности, установ-
лено, что у Exo–-мутантов нарушены ранние эта-
пы формирования симбиоза, а именно, инициа-
ция и элонгация инфекционных нитей. На более
поздних стадиях симбиоза ЭПС защищает мик-
росимбионт от бактерицидного действия NCR
(nodule-specific cysteine-rich) пептидов раститель-
ного происхождения (Arnold et al., 2018). Послед-
ние исследования свидетельствуют о том, что эк-
зополисахариды необходимы и при установлении
симбиозов детерминированных типов с Lotus,
Phaseolus, Glycine. Так, показано, при инокуляции
Lotus corniculatus и L. japonicus мутантным по син-
тезу ЭПС штаммом Mezorhizobium loti наблюдается
блок не только на стадии развития инфекционных
нитей, но и на стадии освобождения бактерий из
инфекционных нитей в клетки растений (Kelly et al.,
2013).

Клубеньковые бактерии продуцируют две
формы ЭПС, отличающиеся степенью полимериза-
ции повторяющихся звеньев: высокомолекулярные
ЭПС и низкомолекулярные экзоолигосахариды
(ЭОС) (Djordjevic et al., 1987; Gonzalez et al., 1998;
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Staehelin et al., 2006). У штаммов Sinorhizobium me-
liloti – симбионтов люцерны – ЭОС представля-
ют собой мономеры, димеры и тримеры повторя-
ющегося октасахаридного звена сукциногликана
(ЭПСI) (Wang et al., 1999). Низкомолекулярная
фракция экзополисахарида штамма Rhizobium sp.
GRH2 состоит из димеров повторяющегося окта-
сахаридного звена кислого ЭПС (Lopez-Lara et al.,
1993). У Rhizobium sp. NGR234 ЭОС представлены
мономерами ЭПС, содержащими девять моноса-
харидных остатков, и их октасахаридными произ-
водными (Staehelin et al., 2006).

Роль ЭОС в симбиозе не выяснена. Известно,
что добавление определенных фракций ЭОС при
инокуляции растений штаммами ризобий, у ко-
торых блокирован синтез ЭПС, восстанавливает
способность этих бактерий образовывать азот-
фиксирующие клубеньки (Djordjevic et al., 1987;
Urzainqui et al., 1992; Gonzalez et al., 1996). Эти
данные позволили предположить, что ЭОС наря-
ду с липохитоолигосахаридами (Nod-факторами)
могут выполнять функцию сигнальных молекул
при органогенезе азотфиксирующих клубеньков.
У S. meliloti биологически активными являются
тримеры повторяющегося звена ЭПСI (Wang et al.,
1999). Выявлена корреляция между структурой
ЭОС и специфичностью взаимодействия микро-
симбионта с растениями-хозяевами (Simsek et al.,
2007). При этом существенным фактором являет-
ся наличие и количество в составе ЭОС S. meliloti
неуглеводных заместителей, в частности, сукци-
нильной группы (Simsek et al., 2013). Следует, од-
нако, отметить, что для отдельных пар микро- и
макросимбионтов отсутствие ЭОС лишь снижает
эффективность симбиоза, и достаточным условием
для его установления является наличие модифици-
рованного высокомолекулярного ЭПС (Mendis
et al., 2016).

Ранее нами было показано, что клубеньковые
бактерии Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39
синтезируют кислый высокомолекулярный гете-
рополисахарид, необходимый для азотфиксиру-
ющего симбиоза с Pisum sativum, Vicia faba и V. sativa
(Ivashina et al., 1994). Повторяющееся звено ЭПС
является разветвленным октасахаридом, содержа-
щим 5 остатков D-глюкозы, 2 остатка D-глюку-
роновой кислоты и остаток D-галактозы (рис. 1).
Октасахарид модифицирован двумя остатками
ацеталя пировиноградной кислоты (Pyr), О-аце-
тильными (Ac) и гидроксибутаноильной группами
(Hb) (http://csdb.glycoscience.ru/, CSDB ID 25288,
Ivashina et al., 2010). Сходные по структуре ЭПС
синтезируются и близкородственными штамма-
ми R. leguminosarum (Ivashina, Ksenzenko, 2012).

Структуры ЭОС у штаммов Rhizobium legumino-
sarum различных биоваров к настоящему времени
не определены и механизмы их функционирова-
ния в симбиозе не изучены. В связи с этим, целью
работы было определение структурных особен-
ностей низкомолекулярных форм кислых поли-
сахаридов у симбиотических азотфиксирующих
бактерий R. leguminosarum bv. viciae VF39.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Штаммы и условия их культивирования. Объек-

тами исследования являлись штамм Rhizobium le-
guminosarum bv. viciae VF39RifR (далее Rlv VF39)
(Ivashina et al., 1994) и его производные с мутация-
ми в генах глюкуронозил-(β-1,4)-глюкозилтранс-
феразы PssE (Ivashina et al., 2010) и глюкансинтазы
NdvB (данная работа). Для трансформации и вы-
деления плазмидной ДНК использовали штамм
Escherichia coli DH5α (“Novagen”, США). Конъ-
югативный перенос плазмиды в клетки Rlv VF39
осуществляли из штамма E. coli S17-1 (Simon et al.,
1983). Для стандартного культивирования ри-

Рис. 1. Структура повторяющегося звена кислого экзополисахарида, синтезируемого штаммом R. leguminosarum bv. vi-
ciae VF39.
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зобий использовали среду TY (Beringer, 1974). Для
выделения полисахаридов штаммы выращивали
в синтетической среде BMM (Ivashina et al., 2010),
содержащей D-маннит в концентрации 5 г/л.
Бактерии E. coli культивировали в среде LB (Sam-
brook et al., 1989). Концентрации антибиотиков в
селективных средах для E. coli и Rhizobium состав-
ляли, соответственно, (мкг/мл): тетрациклина –
10 и 5, канамицина – 20 и 60, рифампицина – 25.

Конструирование штамма с мутацией в гене ndvB
осуществляли путем замещения аллеля гена ди-
кого типа на его мутантный аллель в результате
гомологичной рекомбинации. Для введения му-
тации в ген ndvB, кодирующий глюкансинтазу,
сконструирована плазмида pEX∆ndvB-Km. Фраг-
мент ДНК длиной 6748 п.н., содержащий ОРС ndvB
с окаймляющими последовательностями геном-
ной ДНК, амплифицировали с использованием
праймеров ndvB_f (AAGAATTCAACCAGCACG-
CCAAATG) и ndvB_r (TTGGTACCCCCACCTTC-
CGCA) и клонировали в векторе pEX18Tc (Hoang
et al., 1998) по сайтам EcoRI и KpnI. В результате
была получена плазмида pEXndvB. Для введения
делеции длиной 1296 п.н. в ген ndvB плазмиду
pEXndvB гидролизовали эндонуклеазой рестрик-
ции XhoI, два сайта которой расположены в коди-
рующей последовательности гена, и лигировали в
условиях образования кольцевых молекул. Для
маркирования делеции и последующей селекции
мутантов в XhoI-сайт вводили KmR-кассету из
плазмиды pUC4K (“Pharmacia LKB”, Швеция).
Конъюгативный перенос плазмиды pEX∆ndvB-
Km в клетки штамма Rlv VF39 осуществляли из
штамма E. coli S17-1 с отбором RifRTcSKmRSucR-
клонов. Наличие мутации подтверждали методом
ПЦР с использованием праймеров ndvB_f и
ndvB_r.

Выделение полисахаридов. Культуру бактерий,
выращенную в среде TY до ранней стационарной
фазы, вносили в 50 мл среды BMM до начальной
оптической плотности 0.1. Бактерии выращивали в
течение 4 сут при 28°С в колбах объемом 750 мл на
роторной качалке (200 об./мин). Клетки дважды
осаждали центрифугированием при 8000 об./мин
(“Beckman J2-21”, США) в течение 30 мин при
4°С. Высокомолекулярные формы экзополисаха-
рида осаждали из надосадочной жидкости добав-
лением 3-х объемов 96% этанола с последующим
центрифугированием при 13000 об./мин в тече-
ние 1 ч при 4°С. Супернатант, содержащий эк-
зоолигосахариды, концентрировали на роторном
испарителе. ЭОС осаждали добавлением 10 объе-
мов охлажденного 96% этанола с последующим
центрифугированием при 19 000 об./мин в тече-
ние 1 ч при 4°С (“Beckman J2-21”) и хранили при
–20°С.

Концентрацию сахаров определяли антроновым
методом (Loewus, 1952). Для построения калибро-

вочных кривых использовали растворы D-глюкозы
в диапазоне концентраций 20–200 мкг/мл.

Ионообменную хроматографию низкомолеку-
лярных олигосахаридов выполняли на ВЭЖ хро-
матографе ProStar (“Varian”, США). Образец
ЭОС (2.4 мг в 20 мМ трис-HCl буфере, pH 8.0) на-
носили на колонку MonoQ 5/50 GL (“GE Health-
care”, Швеция). Для удаления не связавшихся
нейтральных сахаридов колонку промывали этим
же буфером. Кислые ЭОС элюировали линей-
ным градиентом NaCl (0–0.35 М) в 20 мМ трис-
HCl буфере, pH 8.0. Скорость потока составляла
0.6 мл/мин. Начиная с 3-ей минуты, собирали
72 фракции по 0.4 мл и анализировали на присут-
ствие углеводов антроновым методом. Фракции, об-
разующие один пик, объединяли. Олигосахариды
осаждали 10 объемами охлажденного 96% этанола,
растворяли в 500 мкл 0.1 M NH4ОAc буфера, pH 6.9
и фракционировали с помощью гель-филь-
трации.

Гель-фильтрацию ЭОС проводили на колонке
Superdex Peptide 10/300 GL (“GE Healthcare”, Шве-
ция) с использованием хроматографа ProStar
(“Varian”, США). В качестве элюента использова-
ли 0.1 M NH4ОAc, pH 6.9. Скорость потока состав-
ляла 0.6 мл/мин. Начиная с 12-й минуты, собира-
ли 30 фракций по 500 мкл. Фракции из одного
хроматографического пика объединяли, ЭОС
осаждали 10 объемами 96% этанола и лиофилизи-
ровали.

Масс-спектрометрический анализ экзоолигоса-
харидов выполняли в режиме регистрации отри-
цательных ионов на приборе Orbitrap ELITE
(“Thermo Scientific,” Германия), снабженном ис-
точником ионизации нанораспылением (NSI).
ЭОС растворяли в смеси 30% ацетонитрил, 0.1%
муравьиная кислота и 10 мМ NH4HCO3. Ввод об-
разца ЭОС (50–200 пмоль/мкл) выполняли с по-
мощью боросиликатного эмиттера (“Thermo Sci-
entific”, США). Напряжение на входном конусе
во время ионизации образцов варьировали в диа-
пазоне 0.9–1.3 кВ. Температура прогреваемого
капилляра составляла 200°С. Панорамное скани-
рование для регистрации ионов выполнялось в
диапазоне m/z 500–4000. Для получения MS/MS
спектров использовали режим HCD (диссоциа-
ция, активированная соударением в высокоэнер-
гетической камере) с диапазоном сканирования
ионизированных фрагментов с m/z 100–2000.
Нормализованная энергия столкновений HCD
составляла 25–50%. Все измерения выполняли
при разрешении не ниже 200000. Масс-спектры
регистрировали и обрабатывали с использовани-
ем стандартного программного обеспечения от
производителя (“Xcalibur 2.2”). При расчете мо-
лекулярных масс ионов ЭОС и их фрагментов ис-
пользовали следующие значения: D-глюкоза
(Glc) – 180.06 Да, D-галактоза (Gal) – 180.06 Дa,
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D-глюкуроновая кислота (GlcA) – 194.04 Да, пи-
рувил (Pyr) – 72.02 Да, О-ацетил (Ac) – 43.02 Да,
гидроксибутаноил (Hb) – 87.04 Да. В зависимости
от типа рассматриваемого масс-спектра, пано-
рамный спектр или спектр фрагментации, мы ис-
пользовали массы углеводов с учетом потери од-
ной или двух молекул воды.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Фракционирование экзоолигосахаридов. Для

анализа секретируемых в культуральную среду
полисахаридов бактерии Rlv VF39 выращивали в
синтетической среде BMM. Анализ культуральной
жидкости на присутствие полисахаридов после
осаждения и удаления высокомолекулярного ЭПС
выявил наличие низкомолекулярных полисахари-
дов, концентрация которых была сопоставима с
концентрацией высокомолекулярного ЭПС (соот-
ветственно, 598 ± 86 и 586 ± 26 мкг/мл). Суммар-
ный препарат экзоолигосахаридов был разделен с
помощью анионообменной хроматографии на
колонке MonoQ 5/50GL. В результате показано, что
только 70% ЭОС связывалось с носителем. Возмож-
но, как и в случае других штаммов ризобий, не свя-
завшиеся ЭОС представляют собой нейтральные
полисахариды или β-глюканы (Breedveld, Miller,
1994).

Известно, что помимо нейтральных глюканов
штаммы S. meliloti, R. leguminosarum bv. viciae и
R. leguminosarum bv. trifolii синтезируют глицеро-
фосфорилированные β-1,2-глюканы (Zevenhui-
zen et al., 1990; Breedveld, Miller, 1994; Mendis et al.,
2016). Сравнительный хроматографический ана-
лиз экзоолигосахаридов, продуцируемых штам-
мом дикого типа и его мутантами c полностью
блокированным синтезом кислого ЭПС (pssE) и
глюканов (ndvB) (рис. 2), позволил заключить,
что наблюдаемые на хроматограмме ЭОС штамма
Rlv VF39 являются формами кислого ЭПС c раз-
ной степенью полимерности (рис. 2а).

В профиле элюции ЭОС штамма Rlv VF39
можно выделить 4 основных пика: М1–М4 (рис. 2а).
ЭОС из отдельных пиков М1–М4 были дополни-
тельно фракционированы с помощью гель-
фильтрации (рис. 3). При этом была выявлена отно-
сительная однородность исследуемых олигосахари-
дов: большая часть ЭОС из пиков М1 и М2 фор-
мировали на гель-хроматограммах мажорные пи-
ки S1 и S2, максимумы которых приходились
соответственно на 22.5 и 18.5 минуты элюции (рис.
3а, 3б). Наибольшее количество ЭОС из пика М3
элюировалось между 16 и 18 минутами (пик S3, рис.
3в). ЭОС из пика М4 элюировались практически
в свободном объеме колонки, что свидетельство-
вало об их большой молекулярной массе (пик S4,
рис. 3г). Высокая степень полимерности ЭОС из
пика S4 подтверждена фракционированием на ко-
лонке Superdex 200 10/300 GL (данные не представ-

лены). Основываясь на результатах ионообменного
фракционирования и масс-спектрометрического
анализа ЭОС, полученных при гидролизе высоко-
молекулярного ЭПС штамма Rlv VF39 гликозил-
гидролазой PssW (неопубликованные данные), мы
предположили, что олигосахариды из пиков S1, S2
и S3 являются, соответственно, мономерами, ди-
мерами и тримерами повторяющегося октасахарид-
ного звена кислого ЭПС (рис. 3). Это предположе-
ние подтверждено результатами масс-спектромет-
рического анализа. ЭОС из пика S4 в силу их
высокой полимерности были исключены из хода
дальнейших исследований.

Масс-спектрометрический анализ экзоолигоса-
харидов пика S1. На масс-спектре олигосахаридов
из пика S1 выявлены три серии двухзарядных от-
рицательных ионов (рис. 4). Установлено, что се-
рия ионов с m/z 731.19, 752.20, 773.20, 774.21,
795.21 и 816.22 соответствует дегидратированным
ионам октасахаридного звена (М8) высокомоле-
кулярного ЭПС, содержащего два остатка пиро-
виноградной кислоты, и отличающихся степенью
ацетилирования и наличием Hb-группы (табл. 1).
Кроме того, идентифицированы ионы гидрати-
рованной формы октасахарида ( ) с соответ-
ствующими модификациями, а также ионы их
Na+ и K+ аддуктов. Группу мажорных ионов со-
ставляют ионы октасахаридов с одной ацетиль-
ной группой (M8Ас), с ацетильной и гидроксибу-

h
8M

Рис. 2. Ионообменная хроматография экзоолигоса-
харидов штамма Rlv VF39 (а) и его производных с му-
тациями в генах pssE (б) и ndvB (в) на колонке MonoQ
5/50 GL. (h) – профиль элюции ЭОС по данным ан-
тронового теста. ( ) – фракции ЭОС, формирующие
пики М1–М4, объединяли и фракционировали с по-
мощью гель-фильтрации.
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таноильной группами (M8АсHb), а также ионы
октасахарида (M8). Ионы октасахаридов M8Ас2,
M8Hb и M8Ас2Hb присутствовали в значительно
меньших количествах (табл. 1).

Две другие серии ионов с m/z 652.18, 673.18,
695.20, 716.20 и 659.17, 680.17, 701.18, 702.19, 723.19,

744.20 представлены двухзарядными ионами геп-
тасахаридов  (m/z 652.18) и  (m/z 659.17). У
гептасахаридов из четырех гексоз главной цепи
октасахаридного звена ЭПС отсутствуют либо
остаток GlcA-с ( ), либо остаток Glc-b ( ).
На это указывают значения ∆158.02 Да (GlcA) и
∆144.04 Да (Glc) между ионами с m/z 652.18 и m/z
659.17 соответствующих гептасахаридов и ионом
октасахарида М8 (m/z 731.19). Из двух гептасаха-

ридов мажорным является  Ионы гептасаха-
рида  с двумя Ac группами ( Ас2 и

Ас2Hb) обнаруживаются в следовых количе-

ствах, а Ac2 и Ac2Hb отсутствуют (табл. 2).
Результаты HCD фрагментации подтвердили

наши предположения относительно состава ЭОС
из пика S1 и позволили получить дополнитель-
ные сведения об их структуре. Так, фрагментация
двухзарядного отрицательного иона октасахарида
М8 (m/z 731.19) приводила к отщеплению одного
или двух остатков GlcA, в результате чего на спек-
тре появлялись пики ионов  (m/z 1305.36) и

 (m/z 1129.33) (рис. 5а). В главной цепи этих
олигосахаридов помимо остатка Glc-a с присо-
единенной боковой цепью сохранялся второй
остаток Glc-b (рис. 1). Отщепление остатка Glc-b
зафиксировано при фрагментации двухзарядного
гидратированного иона октасахарида (  m/z
740.19) (рис. 5б). В доминирующей на спектре се-
рии однозарядных ионов идентифицирован пик
иона пентасахарида ( ) c m/z 967.28, у которого
помимо двух остатков GlcA отсутствует и остаток
Glc-b.

Необходимо отметить, что на этом же спектре
зафиксированы пики ионов с m/z 1319.34 ( ) и
1143.31 ( ). Известно, что в достаточно мягких
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Рис. 3. Гель-фильтрация кислых экзоолигосахаридов
из пиков М1 (а), М2 (б), М3 (в) и М4 (г) на колонке
Superdex Peptide 10/300 GL. (h) – профиль элюции
ЭОС по данным антронового теста. ( ) – фракции
ЭОС, формирующие пики S1, S2 и S3, объединяли и
анализировали методом масс-спектрометрии.
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Таблица 1. Двухзарядные отрицательные ионы октасахарида и его модифицированных вариантов

Примечание. Mw – молекулярная масса олигосахарида. Серой заливкой выделены минорные ионы.
* Относительная интенсивность приведена для серии ионов [M – 2H]2–; за 100% принята интенсивность максимального на
спектре пика M8Ac.

Формула
m/z

Mw
Интенсивность*, 

%[M – 2H]2– [Mh – 2H]2– [M – 3H + Na]2– [Mh – 3H + Na]2– [M – 3H + K]2–

M8 731.19 740.20 742.18 751.19 750.16 1464.38 75

M8Ac 752.20 761.20 763.19 772.19 771.17 1506.40 100

M8Ac2 773.20 782.21 784.19 793.20 792.17 1548.40 25

M8Hb 774.21 – 785.20 794.21 793.18 1550.42 15

M8AcHb 795.21 804.22 806.20 815.21 814.19 1592.42 78

M8Ac2Hb 816.22 – 827.21 836.22 835.18 1634.44 8
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условиях фрагментации первыми разрываются
гликозидные связи, прилежащие к восстанавли-
вающему концу олигосахарида. Таким образом,
обнаружение ионов с m/z 1319.34 и 1143.31 допус-
кает существование мономеров, у которых на
восстанавливающем конце расположен остаток

глюкозы. Однако интенсивность ионов  и
 в несколько раз меньше интенсивности

ионов  (m/z 1305.36) и  (m/z 1129.33). Этот
факт, наряду с данными по фрагментации М8
(m/z 731.19), позволяет говорить, что основной

b h
7M

b h
6M

a h
7M a h

6M

Рис. 4. Фрагмент NSI масс-спектра экзоолигосахаридов из хроматографического пика S1. Обозначены двухзарядные
отрицательные ионы октасахарида М8 и его модифицированных производных, а также ионы гидратированных форм
гептасахаридов  и  M – олигосахарид, содержащий две Pyr группы; h и d – гидратированные формы и Na+

аддукты соответственно. аM7 и bM7 – гептасахариды, лишенные остатков глюкуроновой кислоты (GlcA-c, ∆ 158.02 Да)
и глюкозы (Glc-b, ∆144.04 Да) соответственно.
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Таблица 2. Двухзарядные отрицательные ионы гептасахаридов и их модифицированных вариантов

Примечание. Обозначения как в табл. 1.

Формула
m/z

Mw
Интенсивность*, 

%[M – 2H]2– [M – 3H + Na]2–

–GlcA

652.18 – 1306.36 6.2

Ac 673.18 – 1348.37 1.5

Hb 695.20 – 1392.40 0.1

AcHb 716.20 – 1434.41 0.4

–Glc

659.17 670.16 1320.34 18

Ac 680.17 691.16 1362.35 6

Ac2 701.18 712.17 1404.36 0.03

Hb 702.19 713.18 1406.38 23

AcHb 723.19 – 1448.39 6.3

Ac2Hb 744.20 – 1490.40 Следы
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формой мономера является октасахарид, у кото-
рого на восстанавливающем конце расположен
фрагмент GlcA-GlcA. На основании данных рас-
шифровки HCD спектров (табл. 3) предложена
схема фрагментации октасахарида с использова-
нием принятых номенклатурных обозначений
(рис. 5в) (Domon, Costello, 1988).

Результаты фрагментации двухзарядных отри-

цательных ионов гептасахаридов  (m/z 659.17)

(рис. 6а) и Hb (m/z 702.19) подтвердили нали-

чие в составе главной цепи гептасахарида 
двух остатков GlcA и отсутствие остатка Glc-b

(данные не представлены). Об этом свидетель-
ствует разница в 176.03 Да (GlcA) между зафикси-
рованными на HCD спектре ионом исходного
гептасахарида и продуктами его фрагментации:

гекса- ( ) и пентасахаридами ( ). Схема

фрагментации и структурная формула  а так-
же данные расшифровки HCD спектра данного
олигосахарида представлены, соответственно, на
рис. 6б и в табл. 4.
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Анализ спектра HCD фрагментации иона геп-
тасахарида  (m/z 652.18) (данные не представ-
лены) подтвердил наличие остатка Glc-b и отсут-
ствие остатка GlcA-с в его составе, что объясняет
отсутствие на масс-спектре  с двумя Ас груп-
пами. Результаты фрагментации ионов с m/z
702.19 и 752.20, предварительно идентифициро-
ванных как ионы Hb и M8Ас, подтвердили
наличие Hb и Ac групп в составе этих олигосаха-
ридов. Необходимо отметить, что используемый
в ходе HCD фрагментации энергетический ре-
жим приводил к дроблению лишь главной цепи
олигосахаридов, практически не затрагивая боко-
вой цепи. Исключение составило отщепление
терминального фрагмента Gal-Pyr боковой цепи,

наблюдаемое при фрагментации и M8 и 

Анализ экзоолигосахаридов пика S2. Установ-
лено, что ЭОС из пика S2 являются димерными
формами октасахарида (рис. 7а). Подобно опи-
санным выше мономерам, каждое звено димера
содержало две Pyr группы. Число других неугле-
водных заместителей варьировало (табл. 5). Срав-
нивая интенсивности сигналов, соответствую-

a h
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a h
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b h
7M
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7M .

Рис. 5. Спектры HCD фрагментации двухзарядных отрицательных ионов октасахарида М8 c m/z 731.19 (a) и его гидра-
тированной формы  c m/z 740.20 (б); в – схема фрагментации октасахарида. R – боковая цепь (Glc3GalPyr2). * –
ионы, наблюдаемые на спектре; ( ) – ионы, образующиеся в случае расположения остатка Glc на противоположном
восстанавливающем конце октасахарида.

(в)

50

100

0
200 400

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ая
ин

те
нс

ив
но

ст
ь

600 11001000 1300
m/z

1200800 1000 1200 1400

(а) (б)

aMh

1129.33
6

aMh

1305.36
7

aMh

1305.36
7

bMh

1319.34
7

bMh

1143.31
6

aMh

1129.33
6

Mh

967.28
5

[M-2H]2
M8

731.19

GlcA
175.03

aMh

652.18
7

С3 –1319.34(-Glc)*
С2 –1143.31(-GlcAGlc)* С3

1261.38 (-CO2)
1305.36

*C2

1129.33

B2

1112.32
*

0.2A3

1183.34
* 0.2A4

1403.36

OH
OOOO

OOOO

COOHCOOHCH2CH2

Z3/C2

967.28
Y2

370.07

Z2

352.06OR

*

Y1

193.04
*

Z1

175.03
157.01 (-h)
131.04 (-CO2)

*

B3

(-CO2)1243.36
1287.35

*

h
8M



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 89  № 5  2020

МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ КИСЛЫХ ЭКЗООЛИГОСАХАРИДОВ 529

щих ионам D, DAc, DAc2, DAc3, и DAc4 (табл. 5) и
учитывая суперпозиции изотопных распределе-
ний ионов в разной степени модифицированных
форм димеров (рис. 7б и 7в), мы обнаружили, что
на спектре доминировали формы с высоким со-
держанием модифицирующих групп, а формы D
и DAc попадали в разряд минорных. Результаты
фрагментации ионов димерных форм ЭОС под-
твердили наличие характерных для ЭПС неугле-
водных заместителей. Показано, что мажорным
является димер, на восстанавливающем конце
которого расположен остаток Glc: интенсивность

иона фрагмента GlcA-Glc в несколько раз превы-
шала интенсивность иона фрагмента GlcA-GlcA
(данные не представлены).

Анализ экзоолигосахаридов пиков S3. Опреде-
лить структуру ЭОС из пика S3 не удалось в силу
их недостаточного количества. Однако мы пола-
гаем, что эти ЭОС являются тримерами повторя-
ющегося октасахаридного звена кислого ЭПС.
Данное предположение основывается на совпа-
дении времени элюции олигосахаридов из пика
S3 со временем элюции тримеров октасахарида,
полученных в результате гидролиза высокомоле-

Таблица 3. HCD фрагментация двухзарядного отрицательного иона октасахарида М8 (m/z 731.19)

Примечание. Серой заливкой выделены ионы, фиксируемые при фрагментации иона  (m/z 740.19), с остатком Glu на вос-
станавливающем конце.
* d – декарбоксилированные ионы.

m/z z
Формула

фрагмента Масса Обозначение

113.02 (1–) GlcA–h-CO2 114.02

157.01 (1–) GlcA–h 158.01  

175.03 (1–) GlcA 176.03 Z1

615.16 (2–) М8-(GalPyr) 1232.32 Y6α

643.17 (2–) aМ7 1288.34

652.18 (2–)  = М8-GlcA 1306.36 C3

659.17 (2–) bM7 = М8-Glc 1320.34 С3

700.19 (2–) -CO2 1402.38 d[M−h-2H]2−

709.19 (2–) М8-CO2 1420.38 d[M-2H]2−

722.18 (2–) 1446.37 [M−h-2H]2−

731.19 (2–) М8 1464.38 [M-2H]2−

967.28 (1–) M5
h 968.28 Z3/C2

1129.33 (1–) 1130.33 С2

1143.31 (1–) bM6 1144.31 С2

1183.34 (1–) aM7-CO2–C2H3O 1184.34 d0.2A3

1199.37 (1–) aM7-2CO2 1200.37 2dB3

1243.36 (1–) aM7-CO2 1244.36 dB3

1261.38 (1–) -CO2 1262.38 dС3

1287.35 (1–) aМ7 1288.35 B3

1305.36 (1–) 1305.36 С3

1319.34 (1–) 1320.34 С3

h
1*dZ−

h
1Z−

h
3C−
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кулярного ЭПС гликозилгидролазой PssW, и три-
меров октасахарида, продуцируемых штаммом
Rlv VF39 с мутацией в гене полисахаридлиазы
PlyB. В обоих случаях степень полимеризации и
структура выделенных ЭОС были подтверждены
масс-спектрометрическим анализом (данные не
приведены).

Таким образом, полученные в настоящей ра-
боте результаты свидетельствуют о том, что выде-
ленные из культуральной жидкости кислые ЭОС
представлены моно-, ди- и тримерами повторяю-
щегося октасахаридного звена высокомолекуляр-
ного ЭПС штамма Rlv VF39. В культуральной
жидкости обнаружены также гептасахариды, со-
ответствующие по структуре октасахариду без
остатков GlcA-с или Glc-b в главной цепи. Из-
вестно, что одним из механизмов образования
ЭОС у ризобий является гидролиз ЭПС специфи-
ческими гидролазами (York, Walker, 1998a; Finnie
et al., 1998; Staehelin et al., 2006). Возможно, что и
в случае изучаемого штамма ЭОС возникают в ре-
зультате деполимеризации ЭПС гидролитиче-
скими ферментами, гены которых идентифици-

рованы как в геноме исследуемого штамма, так и
в геномах других штаммов ризобий (Ivashina,
Ksenzenko, 2012).

Сравнительный анализ интенсивностей сиг-
налов ионов мономеров и димеров (табл. 1 и 5)
выявил следующую закономерность: среди моно-
меров на спектре доминировали ионы неацети-
лированного октасахарида и октасахарида с од-
ной ацетильной группой. Напротив, среди диме-
ров и тримеров преобладали формы с высоким
содержанием О-ацетильных групп. Нестехиомет-
рическое ацетилирование повторяющихся зве-
ньев ЭПС описано в ряде работ (O’Neill et al.,
1991; Muszyński et al., 2016). Более того, проде-
монстрировано влияние неуглеводных замести-
телей в составе полисахаридов на их гидролиз.
Так, например, мутация в гене exoZ, блокирую-
щая ацетилирование сукциногликана, приводила
к повышенной продукции его низкомолекулярных
форм (York, Walker, 1998b). Показано также, что
предпочтительным субстратом для глюкуронанлиа-
зы S. meliloti M5N1CS является деацетилированный
глюкуронан. При этом гидролиз полисахарида с

Рис. 6. а – Спектр HCD фрагментации двухзарядного отрицательного иона гептасахарида  (m/z 659.17). Обозна-
чены ионы гекса- ( ) и пентасахаридов ( ), лишенные одного и двух остатков GlcA соответственно. б – Схема
фрагментации гептасахарида bM7. R – боковая цепь (Glc3GalPyr2). * – ионы, наблюдаемые на спектре.
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Таблица 4. HCD фрагментация двухзарядного отрицательного иона гептасахарида  (m/z 659.17)
m/z z Формула фрагмента Масса Обозначение

131.04 (1–) GlcA-CO2 132.04 dZ1

157.01 (1–) GlcA–h 158.01

175.03 (1–) GlcA 176.03 Z1

193.04 (1–) GlcA 194.04 Y1

543.14 (2–) -GalPyr 1088.28 Y6α

571.15 (2–) 1144.30 C2

629.16 (2–) 1260.32 0.2A3

637.17 (2–) -СО2
1276.34 dC2

659.17 (2–) 1320.34 [M – 2H]2–

907.26 (1–) -С2O2H4
908.26 0.2A1

923.29 (1–) -СО2
924.29 dC1

967.28 (1–) 968.28 C1

1099.32 (1–) -СО2
1100.32 dC2

1125.30 (1–) bM6 1126.30 B2

1143.31 (1–) 1144.31 C2

b h
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h
1Z−

b h
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b h
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b h
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b h
7M

b h
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h
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h
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h
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b h
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b h
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Таблица 5. Данные NSI масс-спектра двухзарядных отрицательных ионов ЭОС из хроматографического пика S2

Примечание. Серой заливкой выделены мажорные пики.
* За 100% принята интенсивность максимального моноизотопного пика DAc3Hb с m/z 1569.41.

** Ионы, интенсивности которых рассчитаны с учетом суперпозиций изотопных распределений.

Формула m/z Mw
Интенсивность 

моноизотопного пика*, %

D 1463.38 2928.76 1.9

DAc 1484.38 2970.76 15.3

DAc2 1505.39 3012.78 47.3

DHb** 1506.39 3014.78 3.3

DAc3 1526.39 3054.80 57.5

DAcHb** 1527.40 3056.80 23.3

DAc4 1547.40 3096.80 22

DAc2Hb** 1548.41 3098.82 82.2

DHb2** 1549.41 3100.82 4.1

DAc3Hb 1569.41 3140.82 100

DAcHb2** 1570.42 3142.84 35.6

DAc4Hb 1590.42 3182.84 38.4

DAc2Hb2** 1591.42 3184.84 79.5

DAc3Hb2 1612.43 3226.86 97.3

DAc4Hb2 1633.44 3268.88 35.6
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промежуточной степенью ацетилирования проис-
ходил на неацетилированных последовательностях,
а близкое расположение к сайту гидролиза двух
O-ацетилированных остатков ингибировало этот
процесс (Da Costa et al., 2003). Результаты нашего
исследования указывают на то, что in vivo до моно-
мерных форм ЭОС также расщепляются наименее
ацетилированные участки высокомолекулярного
ЭПС штамма Rlv VF39. Следовательно, установ-
ленная in vitro корреляция между степенью ацети-
лирования ЭПС и его устойчивостью к действию
гликозилгидролаз реализуется и in vivo. Этот факт
является еще одним косвенным доказательством
в пользу высказываемого в литературе предполо-
жения о том, что избирательное ацетилирова-
ние/деацетилирование бактериальных полисаха-
ридов может влиять на различные процессы, про-
текающие с их участием (Sutherland, 2001; Vuong
et al., 2004; Downie, 2010).

Полученные данные о структурах экзоолигос-
ахаридов у штамма Rlv VF39 открывают перспек-
тивы для дальнейшего изучения механизмов их
функционирования в симбиозе в качестве сиг-
нальных молекул. В пользу сигнальной функции
ЭОС, по крайней мере, для некоторых пар сим-
бионтов свидетельствуют данные о взаимодей-
ствии октасахаридного мономера кислого ЭПС,
синтезируемого штаммом Mesorhizobium loti R7A,
с LyzM рецепторной киназой Epr3, локализован-
ной на клеточной поверхности эпидермальных
клеток корня Lotus japonicus. Интересно отметить,
что инфицирование мутантным штаммом M. loti

R7AexoU, синтезирующим пентасахарид со сни-
женным отрицательным зарядом вместо октаса-
харида, приводит к негативному ответу растения
(Kawaharada et al., 2015; Muszyński et al., 2016).
Можно предположить, что наличие кислого
остатка (GlcA) на восстанавливающем конце моно-

Рис. 7. (а) Фрагмент NSI масс-спектра экзоолигосахаридов хроматографического пика S2. Представлена область двух-
зарядных отрицательных ионов (m/z 1460–1680); (б и в) примеры изотопного распределения ионов DAc и суперпози-
ции изотопных распределений ионов димеров с различным содержанием Ac и Hb групп. D – димер октасахарида, со-
держащий 4 Pyr-группы.
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мерной формы ЭПС штамма Rlv VF39 и, возможно,
ацетильных групп в определенном положении ок-
тасахарида определяет специфическое связывание
с рецепторными комплексами растительных кле-
ток, контролирующими успешное развитие инфек-
ционного процесса при симбиозе.
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The structures of low-molecular exo-oligosaccharides produced by a symbiotic nitrogen-fixing bacterium
Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 were determined using the methods of mass spectrometry and
HCD fragmentation of ions. Exo-oligosaccharides were shown to be monomers, dimers and trimers of a re-
peating octasaccharide unit of the acidic high-molecular-weight exopolysaccharide. The major fraction was
represented by octasaccharide monomers with two glucuronic acid residues at the reducing end. Heptasac-
charides corresponding to an octasaccharide unit devoid of GlcA-c or Glc-b residues in the main chain were
also found in the culture medium. Heterogeneity of exo-oligosaccharides according to the content of O-ace-
tyl and hydroxybutanoyl substituents was revealed.

Keywords: Rhizobium leguminosarum, exo-oligosaccharide, mass spectrometry, structure, modifications
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