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КЛОНИРОВАНИЕ, ЭКСПРЕССИЯ И ХАРАКТЕРИСТИКА НОВОЙ 
ЛАККАЗЫ ИЗ ПРИРОДНОГО ШТАММА Bacillus subtilis OH671
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Бактериальные лакказы сохраняют стабильность при высокой температуре и высоких значениях
pH и имеют множество приложений в биотехнологии и промышленности. В этой статье описано
клонирование, гетерологичная экспрессия и очистка лакказы из Bacillus subtilis АА. Молекулярная
масса фермента, определенная при помощи электрофореза в SDS-ПАГ, составила 34 кДа. Актив-
ность рекомбинантного фермента подтверждена по способности окислять гваякол. Значения KM и
Vmax фермента составили, соответственно, 1.1077 мМ и 19.3 мкмоль/мин/мг. Рекомбинантная лак-
каза эффективно обесцвечивала красители Turquoise blue HF6, Remazol red 106, Remazol brilliant or-
ange 3R и Brilliant blue, то есть обладает свойствами, необходимыми для возможного применения в
текстильной и природоохранной отраслях.
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ВВЕДЕНИЕ
Лакказа ‒ фермент, который содержит не-

сколько атомов меди и катализирует окисление
широкого спектра фенольных и нефенольных
ароматических соединений, а также восстанавли-
вает молекулярный кислород [1, 2]. Обычно чис-
ло атомов меди в активном центре фермента рав-
но четырем, они образуют по одному центру типа I
(“голубая” медь) и типа II и два центра типа III
[3]. Благодаря широкому спектру молекул, слу-
жащих субстратами лакказы, этот фермент уже
широко применяется в промышленности и био-
технологии, например, при отбеливании бумаги
и целлюлозы, в процессах биодеградации (био-
ремедиации), для обесцвечивания текстильных
красителей и в качестве биосенсоров [4–7]. Кро-
ме того, показано, что лакказа ингибирует про-
лиферацию клеточной линии гепатокарциномы
HuH7 [8–11].

Лакказы широко распространены у грибов,
растений и бактерий, включая Anoxybacillus sp.,
Stenotrophomonas maltophilia, Pantoea ananatis и
B. subtilis [12–14]. Грибные лакказы, которые ча-
ще всего используют в промышленных процес-

сах, нестабильны при высоких температурах и в
щелочных условиях, что ограничивает их практи-
ческое применение для очистки сточных вод [15].
Напротив, большинство бактериальных лакказ
термически стабильны, в меньшей степени зави-
симы от ионов металлов, менее восприимчивы к
ингибирующим агентам и активны в нейтраль-
ных или щелочных условиях [16].

Термостабильные бактериальные лакказы CotA
в изобилии представлены во внешнем слое кле-
точной стенки B. subtilis, их присутствие необхо-
димо для устойчивости спор к перекиси водорода
и ультрафиолетовому излучению [17]. Кроме то-
го, CotA участвует в метаболизме коричневого
пигмента спор меланина [18]. Ранее показано, что
бактериальные и грибные лакказы могут приво-
дить к обесцвечиванию и деградации синтетиче-
ских красителей [19, 20]. Так, бактериальная лак-
каза из морского микробного метагенома обес-
цвечивает два вида антрахинонов и четыре вида
азокрасителей [21]. Похожим образом лакказы из
Collybia dryophila и Stropharia rugosoannulata, как и
почвенные изоляты, оказались способны обес-
цвечивать различные красители [22]. Споровая
лакказа, которая эффективно обесцвечивает раз-
личные синтетические красители в нейтральных1 Статья представлена авторами на английском языке.

УДК 577.151

МЕТОДЫ



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 4  2020

КЛОНИРОВАНИЕ, ЭКСПРЕССИЯ И ХАРАКТЕРИСТИКА 681

или щелочных условиях, может быть применена в
ряде промышленных отраслей.

В статье приведены методики клонирования
гена лакказы B. subtilis в клетках Escherichia coli
BL21DE3, экспрессии и очистки фермента для
дальнейшей характеристики. Показано, что ре-
комбинантная лакказа обесцвечивает красители
Turquoise blue HF6, Remazol red 106, Remazol bril-
liant orange 3R и Brilliant blue.

ЭКПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы. В работе использованы гваякол, си-
рингальдазин (SGZ) и катехол производства “Sig-
ma Aldrich” (США); набор для выделения бакте-
риальной ДНК, набор для выделения ДНК из ге-
ля, Taq ДНК-полимераза, вектор pETb22 и
изопропил-β-D-тиогалактозид (IPTG) производ-
ства “Novagen” (США); ДНК-полимераза Dream-
Taq™ Hot Start производства “Thermo Fisher Sci-
entific” (США). Красители Turquoise blue HF6,
Remazol red 106, Remazol brilliant orange 3R и Bril-
liant blue были получены от компании “Dystar
Textile Co.” (Турция).

Выделение и идентификация штамма-продуцента
лакказы. Бактериальный штамм-продуцент лакка-
зы был выделен из образцов почвы, взятых в Стам-
буле (Турция). Для этой цели, природные бактери-
альные штаммы культивировали на LB-агаре, со-
держащем сирингальдазин или катехол. Развитие
черного, коричневого или розового цвета счита-
лось признаком положительной колонии [23, 24].
После биохимического и морфологического ана-
лиза штамм, который продуцировал высокие
уровни лакказы, был идентифицирован секвени-
рованием 16S рДНК в компании “Iontek” (Тур-
ция). Последовательность 16S рДНК анализиро-
вали в программах NCBI-Blast и clustal W, после
чего строили филогенетическое дерево в про-
грамме Mega7. Кроме того, бактерии идентифици-
ровали при помощи биохимических и морфологи-
ческих тестов. В результате исследования выявлено,
что бактериальные клетки имеют палочковидную
форму, формируют споры, грамположительные,
несут жгутик, положительные по каталазной реак-
ции, оксидазной реакции, нитратредуктазной реак-
ции, цитрату, инозитолу, крахмалу и негативные
по индолу, метиловому красному и уреазе.

Клонирование, экспрессия и очистка лакказы.
Последовательности прямого праймера 5'-ATA-
CAT CCATGGATACATATCACCCATTCA GTCT-
TACCA-3', содержащего последовательность сай-
та NcoI, и обратного праймера 5'-ATTTTTA-
AGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTGCC
TCCTCATTCCGATAAAGGAC-3', содержащего
последовательности сайта рестрикции HindIII,
His6-tag и стоп-кодон, были подобраны с исполь-
зованием программы Oligo 7. Фрагмент, кодиру-

ющий лакказу, амплифицировали с геномной
ДНК с использованием ПЦР. Реакционная смесь
объемом 25 мкл содержала 0.125 мкл ДНК-поли-
меразы DreamTaq Hot Start, 2.5 мкл 10× ПЦР-бу-
фера, 2 мкл смеси dNTPs (10 мМ), 5 мкл ДНК-
матрицы (50 мкг/мл), 2 мкл прямого праймера
(10 мкМ), 2 мкл обратного праймера (10 мкМ) и
11.375 мкл деионизованной воды. Условия реак-
ции были следующими: начальная денатурация
при 94°C в течение 5 мин, денатурация при 94°C
50 с, отжиг праймеров при 54°C 50 с, элонгация
при 72°C 55 с и финальная достройка 72°C 5 мин.
Продукты ПЦР и вектор pET22b обрабатывали
ферментами рестрикции NcoI и HindIII и лигиро-
вали с использованием T4 ДНК-лигазы. Получен-
ным рекомбинантным вектором pET-lac трансфор-
мировали компетентные клетки штамма Escherichia
coli BL21DE3 при помощи теплового шока. Кло-
ны, содержащие вектор pET-lac, отбирали на
LB-агаре с ампициллином и методом ПЦР с ко-
лоний. Выбранные колонии переносили в жид-
кую среду LB с ампициллином и инкубировали
при 37°C с покачиванием при 200 об./мин. Фазу
роста культуры определяли путем измерения оп-
тической плотности при 600 нм (OD600). Когда
значение OD600 культуры достигало 2, в ростовую
среду добавляли IPTG (0.1 мМ), чтобы индуциро-
вать экспрессию лакказы. Бактериальную культу-
ру инкубировали при 30°C с непрерывным пока-
чиванием при 150 об./мин в течение 4 ч и затем
при 25°C без покачивания в течение 16 ч. Клетки
осаждали на 4000 об./мин в течение 15 мин, су-
пернатант удаляли. Осадок клеток ресуспендиро-
вали в растворе, содержащем 50 мМ фосфата на-
трия (pH 8.0) и 0.3 M хлорида натрия. Клетки
озвучивали при 10 кГц по 20 с с 30-секундными
интервалами, центрифугировали при 15000 × g в
течение 15 мин и отбирали супернатант для по-
следующей очистки фермента. Очистку проводили
с использованием HIS-Select® HF Nickel Affinity
Gel [25]. Уровни экспрессии рекомбинантной лак-
казы оценивали электрофорезом в денатурирую-
щем полиакриламидном геле (SDS-PAGE) [26].
Молекулярную массу полученного белка определя-
ли по стандартным маркерам молекулярных масс.

Исследование ферментативной активности. Ак-
тивность выделенной лакказы определяли с ис-
пользованием гваякола (2 мМ) в качестве суб-
страта в присутствии 0.5 мМ CuSO4 в 0.1 М буфере
Tris-HCl (pH 7.50) при 37°C. Окисление гваякола
детектировали спектрофотометрически по по-
глощению при 465 нм (ε = 21.600 M/см). Единицу
активности (U) определяли как количество фер-
мента, окисляющего 1 мкмоль гваякола в 1 мл ре-
акционной смеси за 1 мин, и рассчитывали по
уравнению:

= × ε3
465 as еU OD V DF  ,) (10 V( )l
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где Vas ‒ объем анализируемой смеси (0.2 мл), DF ‒
коэффициент разведения, ε ‒ молярный коэф-
фициент экстинкции, l ‒ длина пути (1 см), Ve ‒
объем раствора фермента (0.02 мл).

Кроме того, мы исследовали зависимость фер-
ментативной активности лакказы от концентрации
субстрата (13.75, 27.5, 55, 110, 220, 440 и 880 мкМ).
Константу Михаэлиса‒Ментен (KM) и максималь-
ную скорость реакции (Vmax) рассчитывали по гра-
фику в координатах Лайнуивера‒Берка [27, 28].

Электрофорез в полиакриламидном геле и зимо-
графия рекомбинантной лакказы. Молекулярную
массу выделенных белков определяли методом
SDS-PAGE с 5%-ным концентрирующим гелем и
10%-ным разделяющим. После электрофореза
гель окрашивали в Coomasie Brillant Blue R-250 и
отмывали смесью метанола, уксусной кислоты и
воды. Зимографию проводили методом нативно-
го электрофореза в полиакриламидном геле с
окрашиванием в растворе 5 мМ гваякола в 10 мМ
ацетате натрия (pH 5.6) при комнатной темпера-
туре [29].

Влияние pH на активность и стабильность ре-
комбинантной лакказы. Ферментативную актив-
ность лакказы определяли при различных значе-
ниях pH: в 0.1 M цитратном буфере (pH 3.4–5.4),
0.1 M фосфатном буфере (pH 5.8–8.0) и 0.1 M би-
карбонат-карбонатном буфере (pH 8.4–10.7).

Влияние pH на стабильность рекомбинантной
лакказы исследовали, инкубируя фермент в различ-
ных буферных растворах (pH 3.4–10.7) при комнат-
ной температуре в течение 3 ч. Остаточную фермен-
тативную активность измеряли при оптимальном
значении pH при 37°C в течение 1 ч [30].

Влияние температуры на активность и стабиль-
ность рекомбинантной лакказы. Влияние темпера-
туры на активность рекомбинантной лакказы ис-
следовали, измеряя активность фермента в диапа-
зоне температур от 4 до 100°C. Для исследования
термостабильности фермент инкубировали при
различных температурах (4–100°C) в течение 1 ч.
Остаточную ферментативную активность измеря-
ли при оптимальной температуре в течение 1 ч.

Окисление текстильных красителей под действием
рекомбинантной лакказы. Способность очищенной
лакказы обесцвечивать красители оценивали с ис-
пользованием четырех промышленных текстиль-
ных красителей, включая Turquoise blue HF6 (λmax =
= 613 нм), Remazol red 106 (λmax = 590 нм), Rema-
zol brilliant orange 3R (λmax = 629 нм) и Brilliant blue
(λmax = 629 нм). Активность лакказы по отноше-
нию к красителям определяли в 0.1 M цитрат-
фосфатном буфере (pH 6.0) с добавлением краси-
теля (25 м.д.) и CuSO4 (0.1 мМ) и очищенной лак-
казы (100 ЕА). Смесь инкубировали в течение 6 ч
при 50°C при перемешивании со скоростью
40 об./мин. Контролем служила смесь без лакка-

зы. Степень обесцвечивания для каждого краси-
теля определяли спектрофотометрически при со-
ответствующей оптической плотности.

РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТОВ

Выделение и идентификация
штамма-продуцента лакказы

В результате микроскопического и биохимиче-
ского анализов показано, что природный штамм,
продуцирующий лакказу на высоком уровне, отно-
сится к виду Bacillus subtilis. Биоинформатический
анализ выявил сходство последовательности гена
16S рРНК изолированного штамма с геном B. sub-
tilis на 98.88%. Как можно видеть на рис. 1, фило-
генетическое дерево, построенное в программе
MEGA7, подтверждает результаты анализа. По-
следовательность гена 16S рРНК выделенного
штамма, Bacillus subtilis OH67, зарегистрирована в
базе данных NCBI под идентификационным но-
мером MK659939.1.

Клонирование рекомбинантной лакказы
из штамма B. subtilis OH67

Ген лакказы был амплифицирован с ДНК вы-
деленного штамма с использованием подобран-
ных генспецифичных праймеров. Размер ПЦР-
продукта составил около 850 п.н. Ген лакказы
клонировали в экспрессионный вектор pET22b в
компетентных клетках E. coli штамма BL21(DE3).
Клетки, содержащие вектор со вставкой гена лак-
казы, отбирали на среде с ампициллином при по-
мощи ПЦР с колоний. После секвенирования но-
вая последовательность гена, кодирующего лак-
казу, была загружена в базу данных NCBI под
идентификационным номером MK685357 и про-
анализирована при помощи биоинформатиче-
ских инструментов. Анализ показал сходство гена
лакказы на 99% с аналогичными последователь-
ностями других штаммов B. subtilis, представлен-
ными в базах данных NCBI. Последовательность
клонированного гена лакказы была зарегистри-
рована в GenBank под номером MK685357.1.

Электрофоретический анализ
и зимография фермента

На основании электрофоретической подвиж-
ности в денатурирующем полиакриламидном ге-
ле молекулярная масса фермента составляет
34 кДа. Кроме того, по результатам зимографии
выявлено наличие ферментативной активности в
отношении гваякола в области нативного геля,
соответствующей белку этой молекулярной мас-
сы (рис. 2).
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Оценка ферментативной активности лакказы

Окислительную активность ферментов из се-
мейства лакказ можно детектировать по разви-
тию оранжевой окраски в реакционной смеси,
содержащей субстрат фермента гваякол. Как вид-
но из рис. 3, рекомбинантная лакказа подчиняет-

ся кинетике Михаэлиса‒Ментен. Значения KМ и
Vmax, вычисленные при помощи графика Лайнуи-
вера‒Берка, составили соответственно 1.1077 мМ
и 19.30 мкмоль/мин/мг (рис. 3).

Влияние температуры и pH на активность и 
стабильность рекомбинантной лакказы

В процессе исследования выявлено, что ре-
комбинантная лакказа из B. subtilis окисляет гвая-
кол как в кислых, так и в щелочных условиях, то
есть активна в широком диапазоне значений pH.
Оптимальное значение pH, при котором лакказ-
ная активность максимальна, соответствовало 6.6
(рис. 4а). После предварительной инкубации лак-
казы в течение 3 ч при pH 3.0, 3.8, 4.6, 5.4, 6.0, 6.6,

Рис. 1. Филогенетическое дерево выделенного штамма, построенное в программе MEGA 7. Программа показывает
родство выделенного штамма Bacillus subtilis OH67 с другими штаммами Bacillus subtilis.

0.03 0.02 0.01 0

MN726923.1 Bacillus cereus strain SRMIST201902 16S ribosomal RNA gene partial sequence
МК066928.1 Bacillus cereus strain EPP88 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP997269.1 Bacillus thuringiensis strain FB833T 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT933210.1 Bacillus thuringiensis strain 4916 16S ribosomal RNA gene partial sequence
AM062675.1 Bacillus weihenstephanensis 16S rRNA gene isolate 13vg2C
AB021199.1 Bacillus weihenstephanensis gene for 16S ribosomal RNA
NR043401.1 Bacillus megaterium strain IAM 13418 16S ribosomal RNA partial sequence
MG892817.1 Bacillus megaterium strain SWTPB30 16S ribosomal RNA gene partial sequence
EU784137.1 Bacillus pumilus strain UFPEDA 831 16S ribosomal RNA gene partial sequence
EF491624.1 Bacillus pumilus isolate ZB13 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MK049903.1 Bacillus subtilis strain G16 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MK659939.1 Bacillus subtilis strain OH67 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MN493718.1 Bacillus licheniformis strain BioE-BL11 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MK648261.1 Bacillus licheniformis strain HN-5 16S ribosomal RNA gene partial sequence
AB240204.1 Bacillus coagulans gene for 16S rRNA strain: T3
AB116136.1 Bacillus coagulans gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: T132
AB116142.1 Bacillus coagulans gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: T153

Рис. 2. Электрофоретический и зимографический
анализ лакказы. На левом геле (SDS-PAGE) на до-
рожку М нанесен маркер молекулярных масс, на до-
рожку Т ‒ препарат очищенного фермента; на фраг-
менте геля справа (нативный PAGE) отображен ре-
зультат зимографии очищенного фермента (стрелкой
указана полоса, соответствующая Mr лакказы, с фер-
ментативной активностью в отношении гваякола).

T M

175
130
95
70
62
51
42

29

34

Рис. 3. Концентрационная зависимость скорости
ферментативной реакции лакказы с использованием
гваякола в качестве субстрата. Как видно из приве-
денного графика, кинетика реакции удовлетворяет
условиям Михаэлиса‒Ментен.
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7.0, 7.6, 8.0, 8.8, 9.4, 10.0 и 10.4 лакказная актив-
ность (при рН 6.6) составляла 21, 53, 77, 83, 99,
100, 98, 90, 52, 21, 14, 12 и 9% от начальной (рис. 4б).

Обнаружено, что рекомбинантная лакказа окис-
ляет гваякол в температурном диапазоне от 20 до
100°C. Температурный оптимум ферментативной
активности зарегистрирован при 50°C (рис. 4в).
После предварительной инкубации лакказы в те-
чение 1 ч в температурном диапазоне от 10°C до
100°C (с интервалами в 10°C) остаточная актив-
ность (при 50°C) составляла: 95, 96, 92, 99, 100, 91,
79, 56, 32 и 20% соответственно (рис. 4г).

Максимум лакказной активности регистриро-
вали при pH 6.6, при повышении pH активность
снижалась и при pH 10 составляла только 13% от
максимальной. При исследовании рН-стабиль-
ности выявлено, что при инкубации лакказы в тече-
ние 3 ч в диапазоне pH 6‒7 ее активность полно-
стью сохраняется, а при pH > 7.6 ферментативная
активность снижалась. Температурный оптимум
для лакказной активности зарегистрирован при
50°C, при 80°C активность снижалась вдвое, а
при 4°C составляла только 13.95% от максималь-
ной. Фермент сохранял активность после предва-
рительной инкубации в диапазоне температур от
4 до 50°C.

Обесцвечивании текстильных красителей
под действием лакказы

Нами проанализирована способность реком-
бинантной лакказы обесцвечивать красители,
ориентированные на текстильную промышлен-
ность: Turquoise blue HF6, Remazol red 106, Rema-
zol brilliant orange 3R и Brilliant blue. Эффектив-
ность обесцвечивания различных материалов со-
ставила соответственно 30.00, 46.16, 47.15, 54.9%
(рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Лакказы имеют широкий спектр применения
в различных биотехнологических и промышлен-
ных приложениях. Лакказы можно обнаружить в
растениях, насекомых, грибах и бактериях. В про-
тивоположность грибам и растениям, бактерии
имеют такие преимущества как быстрое время
удвоения, постоянные условия продукции фер-
мента, легкость экстракции и очистки фермен-
тов, а также стабильность ферментов в жестких
условиях. Бактериальные лакказы очень активны
и гораздо более стабильны при высоких темпера-
турах и высоких значениях pH. В настоящее вре-
мя больше внимания уделяется бактериальным
лакказам с целью получения новых биокатализа-

Рис. 4. Влияние различных факторов на ферментативную активность лакказы: рН-зависимость (а), рН-стабильность
(б), температурная зависимость (в), термостабильность (г).
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торов с потенциалом применения в промышлен-
ности.

Вектор pET22b содержит N-концевую лидер-
ную последовательность пектатлиазы B (PelB),
состоящую из 22 а.о., массой почти 2.2 кДа, кото-
рая направляет белки в периплазматическое про-
странство клетки-хозяина по Sec-пути. N-конце-
вая аминокислотная последовательность PelB сле-
дующая: MKYLLPTAEAGLLLLLAAPQIA. Кроме
того, вектор содержит ген устойчивости к ампи-
циллину, который индуцирует устойчивость к ам-
пициллину клетки-хозяина.

Штамм B. subtilis выделен нами из загрязнен-
ной нефтью почвы, взятой в районе Стамбула
(Турция). Для отбора бактериальных штаммов с
лакказной активностью был использован метод,
ранее описанный Xiao и др. [31].

Сирингальдазин, гваякол и катехол исследова-
ны нами в качестве субстратов лакказ. Выделение
штамма B. subtilis и клонирование гена cotA, коди-
рующего целевой фермент, повышает доступ-
ность рекомбинантной лакказы с биотехнологи-
ческим потенциалом [25]. Мы проанализирова-
ли последовательность гена клонированной
лакказы и сравнили ее с другими аналогичными
последовательностями из базы NCBI GenBank.
Степень идентичности последовательности кло-
нированной лакказы по отношению к другим
лакказам, присутствующим в этой базе данных, со-
ставила 99%. Молекулярная масса фермента, опре-
деленная по электрофоретической подвижности в
SDS-PAG, составила 34 кДа. Фермент состоит из
306 а.о., куда входит последовательность PelB
(22 а.о.) с N-конца и 6 остатков His (His6-tag) с С-
конца. Ранее Nguyen с соавт. [32] сообщали, что
масса лакказы составляет 27.7 кДа.

По результатам сравнения значений Vmax и KМ
для лакказ из разных организмов можно говорить
о том, что их субстратная специфичность сильно
разнится [33]. Мы можем сравнить результаты про-
веденного нами исследования с другими работами,
в которых использовали гваякол в качестве суб-
страта. По графику Лайнуивера‒Берка рассчитан-
ные значения KМ и Vmax для рекомбинантной лак-
казы составили 1.1077 мМ и 19.30 мкмоль/мин/мг
соответственно. Опубликованные Ademakinwa и др.
[34] значения KМ и Vmax для очищенной лакказы
из Aureobasidium pullulans на этом же субстрате со-
ставили 1.05 мМ и 12.67 мкмоль/мл/мин соответ-
ственно. Таким образом, для полученного нами
фермента значение Vmax выше, чем для лакказы из
Aureobasidium pullulans, хотя значения KМ практи-
чески одинаковы. По данным Chaudhary и др.
[35], величины KМ и Vmax для очищенной лакказы
из Ganoderma lucidum соответствуют 3.83 мМ и
0.617 мкмоль/мл/мин. Для выделенного нами
фермента значение KМ ниже, а Vmax выше, чем для
лакказы Ganoderma lucidum. Valeriano и др. [36]
рассчитали KМ (13.25 мМ) для очищенной лакка-
зы из Stereum ostrea. В исследовании Xiao и др. [31]
для лакказы из базидиомицета Trametes sp. AH28-2
значение KМ составило 1.249 мМ. Zahidi и соавт.
[37] нашли, что для лакказы из Brassica oleraceae
значение KМ равно 6.43 мM. По результатам про-
веденного нами исследования очищенная лакка-
за из штамма B. subtilis OH67 обладает высоким
сродством к гваяколу, судя по низкому значению
KМ и высокому Vmax.

Нами определены оптимальные значения
pH (6.6) и температуры (50°C) для активности ре-
комбинантной лакказы из B. subtilis, что неплохо
согласуется с данными Nguyen с соавт. [32], кото-
рые рассчитали оптимальные pH и температуру

Рис. 5. Обесцвечивание красителей под действием рекомбинантной лакказы. Оптическую плотность измеряли при
соответствующих каждому красителю длинах волн: Remazol red 106 (590 нм), Remazol brilliant orange 3R (629 нм), Bril-
liant blue (629 нм) и Turquoise blue HF6 (613 нм).
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для лакказ из разных организмов как 7.0 и 67°C
соответственно. Однако Dalfard и др. [24] сооб-
щали о температурном оптимуме 37°C для лакка-
зы, что совсем не согласуется с таковым для полу-
ченного нами фермента из B. subtilis OH67, кото-
рый проявляет высокую активность при высокой
температуре. Niladevi & Prema [38] сообщали о
значениях рН 7.5 и температуре 32°C как опти-
мальных для лакказы, продуцируемой Streptomy-
ces psammoticus. Охарактеризованная нами лакка-
за наиболее активна при 50°C, что согласуется с
данными, опубликованными для фермента из
B. subtilis wD23 [39]. Для лакказы из Halobasillus
halophilus выявлена высокая термостабильность и
активность при 77°C [32]. Лакказа из B. subtilis X1
оказалась близка исследованной нами, будучи
стабильной при 50 и 60°C [18], в то время как лак-
каза из B. subtilis VTCC-DVN-12-01 стабильно ра-
ботала только при 50°C [32].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Лакказа из штамма B. subtilis ОН67 была успеш-

но клонирована, экспрессирована в E. coli и очище-
на. Обнаружено, что этот бактериальный фермент
активен при высокой температуре и в широком
диапазоне pH, что открывает перспективы для его
наработки и использования в промышленном мас-
штабе. Очищенная лакказа эффективно обесцве-
чивает ряд химических красителей и, таким обра-
зом, может найти применение в текстильной и
природоохранной отраслях.
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CLONING, EXPRESSION, AND CHARACTERIZATION OF NOVEL LACCASE 
ENZYME FROM NATIVE Bacillus subtilis STRAIN OH67

O. Hajipour1, *, N. Mercan Dogan1, S. Dincer2, and M. Norizadehazehkand3

1Department of Biology, Faculty of Science and Arts, Pamukkale University, Denizli, 20160 Turkey
2Department of Biology, Faculty of Science, Çukurova University, Adana, 01330 Turkey

3Department of pharmaceutical Biotechnology, ZBEU University, Zonguldak, 67600 Turkey
*e-mail: orkideh.hajipoor88@yahoo.com

Bacterial laccases are very stable at high temperature and high pH values, and have many biotechnological
and industrial applications. Here we describe how we cloned, expressed and purified the laccase from Bacillus
subtilis. The enzyme molecular weight has been determined as 34 kDa in SDS PAGE analysis. The activity of
the recombinant enzyme has been proved by guaiacol oxidation. The KM and Vmax values of the enzyme were at
1.1077 mM and at 19.3 μmol/min/mg, respectively. The recombinant laccase was effective in the decolorization of
Turquoise blue HF6, Remazol red 106, Remazol brilliant orange 3R, and Brilliant blue, thus, possessing the char-
acteristics necessary for its possible application in textile and environmental industries.

Keywords: Bacillus subtilis, laccase, cloning, expression, decolorization
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