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У штам ма Al ca li ge nes de nit ri fi cans С-32 с вы со кой ни три лаз ной ак тив но стью, ко то рый в на сто я щее вре мя ис по ль зу ет ся в ка че -
ст ве био ка та ли за то ра для про мыш лен но го по лу че ния ак ри ла та ам мо ния, об на ру же но два ге на, ко ди ру ю щих ни три ла зы с раз -
лич ны ми ка та ли ти че ски ми свой ст ва ми. Оба ге на бы ли эк с п рес си ро ва ны в E.co li, и бы ли изу че ны свой ст ва ко ди ру е мых ими
ни три лаз из по лу чен ных ре ком би нан т ных штам мов. Один из этих ге нов, обо зна чен ный nitC1, кон т ро ли ро вал об ра зо ва ние ни -
три ла зы, луч ши ми суб ст ра та ми для ко то рой бы ли али фа ти че ские ни три лы (ак ри ло нит рил и бу ти ро нит рил). Нук ле о тид ная по -
сле до ва те ль ность ге на nitC1 бы ла прак ти че ски (на 99%) иден тич на по сле до ва те ль но сти ге на али фа ти че ской ни три ла зы из Aci -
do vo rax fa ci lis 72W (DQ444267). В свою оче редь, ген  nitC2 об ла дал вы со ким уров нем го мо ло гии (85%) с ге ном ари ла це то нит -
ри ла зы из штам ма Al ca li ge nes fa e ca lis JM3 (D13419). Для ни три ла зы, ко ди ру е мой ге ном nitC2, наи бо лее эф фек тив ным суб ст ра -
том яв лял ся бен зил ци а нид. С уче том дан ных по ДНК-го мо ло гии и раз ли чий в суб ст рат ной спе ци фич но сти ни три ла зы NitC1 и
NitC2 из штам ма Al ca li ge nes de nit ri fi cans С-32 бы ли от не се ны к груп пе али фа ти че ских ни три лаз и ари ла це то нит ри лаз, со от -
вет ст вен но.

Клю че вые сло ва: кло ни ро ва ние, нит ри ла за, суб с т рат ная спе ци фич ность, эк с прес сия ге на, Alcaligenes denitrificans.

doi: 10.1016/0234-2758-2016-32-6-45-52

Ни три ла зы (КФ 3.5.5.1.) – фер мен ты, ка та -
ли зи ру ю щие гид ро лиз ор га ни че ских ци а ни дов
или ни три лов (струк тур ная фор му ла R-CN) с об -
ра зо ва ни ем со от вет ст ву ю щих кис лот и ам мо ния. 
Эти фер мен ты ши ро ко рас про стра не ны во всех
ор га низ мах, вклю чая бак те рии, гри бы, рас те ния
и че ло ве ка. На осно ва нии го мо ло гии по сле до ва -
те ль но стей ни три ла зы, как и дру гие C-N-рас -
щеп ля ю щие фер мен ты, при над ле жат к бо ль шой
груп пе род ст вен ных бел ков, из ве ст ной как
CN-гид ро ла зы [1], ко то рая в по след нее время
обо зна ча ет ся как су пер се мей ст во ни три лаз [2].
Фер мен ты это го су пер се мей ст ва име ют сход ное
стро е ние с ха рак тер ным струк тур ным мо ти вом
уклад ки ---, они ис по ль зу ют ти о ль ный ме -
ха низм ка та ли за и со дер жат кон сер ва тив ные
остат ки три а ды Glu-Lys-Cys в ка та ли ти че ском
сай те [3, 4]. Соб ст вен но груп па ни три ла з яв ляет ся 

од ной из 13 групп, ко то рые по струк ту ре по сле до -
ва те ль но сти вы де ля ют в су пер се мей ст ве CN-гид -
ро лаз [1]. Сход ст во раз лич ных ни три лаз внут ри
этой груп пы мо жет не пре вы шать ~ 30%. Этот
про цент сход ст ва скла ды ва ет ся из кон сер ва тив -
ных мо ти вов, сгруп пи ро ван ных во круг ами но -
кис лот ка та ли ти че ской три а ды, и от де ль ных кон -
сер ва тив ных ами но кис лот [1, 5].

На осно ва нии суб ст рат ной спе ци фич но сти
ни три ла зы рас пре де ле ны на три груп пы [6]: аро -
ма ти че ские, пре и му ще ст вен но дей ст ву ю щие на
аро ма ти че ские ни три лы (ни три ла за из Rho do coc -
cus rho doc h ro us J1 или гриб ные ни три ла зы); али -
фа ти че ские (фер мен ты из Rho do coc cus rho doc h ro -
us K22 или Aci do vo rax fa ci lis 72W) и пре и му ще ст -
вен но гид ро ли зу ю щие арил нит ри лы (ни три ла за
из Al ca li ge nes fa e ca lis JM3). Эта клас си фи ка ция
ис по ль зу ет ся до на сто я ще го вре ме ни не смот ря на 
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Спи сок со кра ще ний: а.о. – ами но кис лот ные остат ки; ИПТГ – изоп ро пил--D-1-ти о га лак то пи ра но зид; ОП – оп ти че ская плот -
ность; ПААГ – по ли ак ри ла мид ный гель; п.н. – па ры нук ле о ти дов; ПЦР – по ли ме раз ная цеп ная ре ак ция; сре да LB – сре да Лу -
риа –Бер та ни; SDS – до де цил су ль фат на трия.



то, что не ко то рые фер мен ты об ла да ют бо лее ши -
ро кой суб ст рат ной спе ци фич но стью и мо гут быть 
от не се ны од но вре мен но к не ско ль ким груп пам
(на при мер, ни три ла зы из Sy nec ho cys tis sp. PCC6803
и Bra dyr hi zo bi um ja po ni cum USDA110).

Спо соб ность ни три лаз дей ст во вать се лек -
тив но то ль ко на CN-груп пу, не за тра ги вая дру гие
фун к ци о на ль ные груп пы в мо ле ку ле, яв ля ет ся су -
ще ст вен ным пре и му ще ст вом при ис по ль зо ва нии
этих фер мен тов в ор га ни че ском син те зе. Кро ме
того, в от ли чие от тра ди ци он но го кис лот но го или
ще лоч но го гид ро ли за ни три лов эн зи ма ти че ский
гид ро лиз про ис хо дит с вы со кой кон вер сией в
мяг ких усло ви ях – при низ кой тем пе ра ту ре и ней -
тра ль ных рН, а в не ко то рых слу ча ях ха рак те ри -
зу ет ся энан ти о се лек тив но стью. Бла го да ря этим
пре и му ще ст вам ни три ла зы в по след нее время на -
ча ли ис по ль зо ва ть ся в тон ком ор га ни че ском син -
те зе для по лу че ния фар ма цев ти че ских суб стан -
ций слож ной струк ту ры [7].

Пер вое про мыш лен ное при ме не ние ни три -
лаз в круп но тон наж ном син те зе свя за но с ис по ль -
зо ва ни ем кле ток Al ca li ge nes de nit ri fi cans С-32 в
ка че ст ве био ка та ли за то ра гид ро ли за ак ри ло нит -
ри ла и по лу че ния ак ри ла та ам мо ния [8]. Од на ко
не до ста точ но вы со кая ни три лаз ная ак тив ность
дан но го био ка та ли за то ра яв ля ет ся сдер жи ва ю -
щим фак то ром в раз ви тии со от вет ст ву ю ще го про -
из вод ст ва. В то же время, при ме не ние со вре мен -
ных ме то дов, осно ван ных на ге не ти че ском кон ст -
ру и ро ва нии, по зво ля ет по лу чать но вые бо лее эф -
фек тив ные био ка та ли за то ры.

В дан ной ра бо те ука зан ные ме то ды были
ис по ль зо ва ны для изу че ния ге не ти че ско го кон т -
ро ля об ра зо ва ния ни три лаз ной ак тив но сти в клет -
ках штам ма Al ca li ge nes de nit ri fi cans С-32 и оцен -
ки пер с пек тив но сти при ме не ния это го под хо да
для уве ли че ния ак тив но сти био ка та ли за то ра.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Штам мы, сре ды, усло вия вы ра щи ва ния,
ре ак ти вы. Штамм Al ca li ge nes de nit ri fi cans С-32
[8] яв лял ся ис точ ни ком но вых ге нов ни три лаз. В
ка че ст ве хо зя и на для кло ни ро ва ния этих ге нов
ис по ль зо ва ли штамм Е. co li XL1-Blue (Stra ta ge ne)
F::Tn10(Tetr) proA+B+ la qIq (la cA)M15/re cAl en dAl
gy rA96(Nalr) thi-1 hsdR17(rk

–mk
–) glnV44 re lAl lac.

До но ром при ко нь ю га тив ном пе ре но се плаз мид в
A. de nit ri fi cans слу жил штамм E. co li S17-1(ATCC47055)
TpRSmR re cA thi pro hsdR-M+ RP4:2-Tc:Mu:KmTn7
pir. Штамм Е. co li BLR(DE3) (No va gen) F–ompT
hsdSB(rB

–mB
–) gal dcm (DE3) (srl-re cA)306::Tn10

(TetR) ис по ль зо ва ли для эк с п рес сии ни три лаз.

Ку ль ти ви ро ва ние штам ма A. de nit ri fi cans
С-32 и его про из вод ных про во ди ли на ми не ра ль ной
син те ти че ской сре де МЗ сле ду ю ще го со ста ва, г/л:
Na2HPO412Н2O – 6,0; КН2РO4 – 2,0; NH4NO3 – 2;
цит рат Na – 0.5; MgSO47Н20 – 0,1; FeSO47Н2O –
0,004; (рН 7,4–7,6). В ка че ст ве ис точ ни ка уг ле ро да
ис по ль зо ва ли глю ко зу (5 г/л). Для вы ра щи ва ния
штам мов Е. co li слу жи ла сре да Лу рия–Бер та ни (LB) 
сле ду ю ще го со ста ва, г/л: трип тон – 10; дрож же вой 
эк ст ракт – 5; хло ри стый нат рий – 5. Ам пи цил лин
(100 мкг/мл) до бав ля ли в сре ду LB в ка че ст ве се лек -
тив но го аген та. Если не ука за но ина че, вы ра щи ва -
ние A. de nit ri fi cans про во ди ли при 30°С, а Е. co li –
при 37°С. Жид кие ку ль ту ры всех штам мов вы ра щи -
ва ли при по сто ян ном пе ре ме ши ва нии (300 об/мин).

Все ис по ль зо ван ные в ра бо те ре ак ти вы и
суб ст ра ты были по лу че ны от Sig ma-Al d rich Co.
(Merck).

Мо ле ку ляр но-ге не ти че ские ме то ды. Ма -
ни пу ля ции с ДНК (ре ст рик ция, ли ги ро ва ние,
ПЦР-ам п ли фи ка ция) осу ще ст в ля ли в со от вет ст -
вии с ре ко мен да ци я ми про из во ди те лей фер мен -
тов (Ther mo Fis her S ci en ti fic, США). ПЦР-ам п ли -
фи ка цию фраг мен тов про во ди ли на при бо ре Mas -
ter cyc ler Gra di ent (Ep pen dorf). Вы де ле ние то та ль -
ной ДНК из кле ток A. de nit ri fi cans С-32 и под го -
тов ку проб осу ще ст в ля ли по стан дар т ным мо ле -
ку ляр но-био ло ги че ским ме то ди кам; вы де ле ние
плаз мид ной ДНК – пу тем ще лоч но го ли зи са в со -
от вет ст вии с [9] или с по мо щью Ge ne Jet Plas mid
Mi nip rep Kit (Ther mo Fis her S ci en ti fic). Для кло ни -
ро ва ния и эк с п рес сии ге нов ни три лаз под кон т ро -
лем Т7-про мо то ра ис по ль зо ва ли век тор pET16b
(Merck), со глас но ре ко мен да ци ям из го то ви те ля.
Плаз ми ды в клет ки вво ди ли с по мо щью элек т ро -
по ра то ра Gene Pul ser Xcell про из вод ст ва Bi o Rad.
На всех эта пах кон ст ру и ро ва ния гиб рид ных плаз -
мид их струк ту ру под твер ж да ли сек ве ни ро ва ни -
ем. Опре де ле ние по сле до ва те ль но сти ДНК про -
во ди ли с по мо щью ав то ма ти че ско го сек ве на то ра
CEQ8000 (Bec k man Co ul ter) в ЦКП ФГБУ Гос -
НИ И ге не ти ка.

В ра бо те ис по ль зо ва ли вы рож ден ные прай -
ме ры со сле ду ю щей струк ту рой: 
AN49: 5- H Rta gtg Ncc BRH Vgg Rtc SKH VRY Ygc Ytt -3;
AN54: 5- Rta gtg Ncc Bac agg gtc gtt gat cgc ctt ggc -3;
AN50: 5- ggY taY ccK tDS YRS gtc tgg ctg ggc gca ccg gcc tgg -3 
AN51: 5- ggY taY ccK tDS YRS VtB tgg ctB ggB VcV ccS gcV tgg -3.

Конъ ю га ци он ное скре щи ва ние A. de nit ri fi -
cans С-32 и Е. co li S17-1. Ноч ные ку ль ту ры ре ци пи -
ен та – A. de nit ri fi cans С-32 и до но ра – Е. co li S17-1,
со дер жа ще го гиб рид ные плаз ми ды, вы ра щен ные
на сре де LB, раз бав ля ли в 20 раз той же сре дой и
рас ти ли до се ре ди ны эк с по нен ци а ль ной фазы.
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За тем клет ки осаж да ли, про мы ва ли фи зио ло ги че -
ским рас тво ром и сус пен ди ро ва ли в 1/10 из на ча ль -
но го объ е ма. За тем 0,5 мл сус пен зии ре ци пи ен та,
1 мл сус пен зии до но ра и 2,5 мл фи зио ло ги че ско го
рас тво ра сме ши ва ли и 0,5 мл этой сме си по ме ща ли
на ни тро цел лю лоз ный фильтр, на хо дя щий ся на
чаш ке со сре дой LB. Чаш ки ин ку би ро ва ли при 28°С 
в те че ние 18 ч, за тем клет ки смы ва ли с фи ль тра
10 мл фи зио ло ги че ско го рас тво ра и кон цен т ри ро -
ва ли в 10 раз (см. вы ше). По сле это го сус пен зию
кле ток до но ра и ре ци пи ен та по ме ща ли на чаш ки
Пет ри с ага ри зо ван ной сре дой М3, со дер жа щей
на ли дик со вую кис ло ту (10 мкг/мл) и ап ра ми цин
(100 мкг/мл). Че рез 4-5 сут ин ку ба ции при 28°С
на блю да ли рост ко ло ний транс конъ ю ган тов A. de -
nit ri fi cans С-32.

Эк с п рес сия ге нов ни три ла зы из A. de nit ri fi -
cans С-32 в Е. co li. Для эк с п рес сии про во ди ли ин -
дук цию син те за ни три ла зы с по мо щью ИПТГ. Ку -
ль ту ру Е. co li c плаз ми дой, со дер жа щей ген ни -
три ла зы, вы ра щи ва ли в те че ние ночи со встря хи -
ва ни ем при 37°С на жид кой сре де LB с ам пи цил ли -
ном (100 мкг/мл), за тем раз бав ля ли в 100 раз той
же сре дой и рас ти ли в те че ние еще 3–4 ч до до сти -
же ния оп ти че ской плот но сти 0,5–1. За тем ку ль ту -
ру по втор но раз бав ля ли в 100 раз сре дой то го же
со ста ва и вы ра щи ва ли до до сти же ния оп ти че ской
плот но сти 0,6. Да лее тем пе ра ту ру из ме ня ли с
37°С на 30°С, до бав ля ли ИПТГ до кон цен т ра ции
1 мМ и про дол жа ли ку ль ти ви ро ва ние со встря хи -
ва ни ем в те че ние еще 12–36 ч.

Опре де ле ние ни три лаз ной ак тив но сти по
гид ро ли зу ак ри ло нит ри ла. Клет ки дваж ды про -
мы ва ли 0,1 М фос фат ным бу фе ром, рН 7,5, и ре -
сус пен ди ро ва ли в том же бу фе ре. Для из ме ре ния
ак тив но сти 500 мкл сус пен зии кле ток с ОП = 1
сме ши ва ли с 500 мкл 2%-но го рас тво ра ак ри ло -
нит ри ла и ин ку би ро ва ли 20 мин при 30°С. За тем
ре ак цию оста нав ли ва ли до бав ле ни ем 10 мкл кон -
цен т ри ро ван ной со ля ной кис ло ты, клет ки осаж -
да ли цен т ри фу ги ро ва ни ем и опре де ля ли кон цен т -
ра цию об ра зо вав ше го ся ам мо ния ме то дом Не -
ссле ра. Для это го к 3 мл воды до бав ля ли 60 мкл
кон цен т ри ро ван но го ре ак ти ва Не ссле ра и 60 мкл
ис сле ду е мо го рас тво ра, пе ре ме ши ва ли и из ме ря -
ли оп ти че скую плот ность при 450 нм. Ко ли че ст во 
NH4 (мкмоль) рас счи ты ва ли по ка либ ро воч но му
гра фи ку, ко то рый стро и ли с ис по ль зо ва ни ем
стан дар т ных рас тво ров NH4Cl. Уде ль ную ни три -
лаз ную ак тив ность кле ток вы ра жа ли в ко ли че ст ве 
NH4 (мкмоль), об ра зу е мо го в при сут ст вии 1 мг су -
хой мас сы кле ток за 1 мин при 30°С.

Опре де ле ние спек т ра суб ст рат ной спе ци -
фич но сти ис сле ду е мых ни три лаз. Спо соб ность

ни три лаз ка та ли зи ро вать гид ро лиз раз лич ных ни -
три лов изу ча ли в усло ви ях, опи сан ных выше для
гид ро ли за ак ри ло нит ри ла. Уде ль ная ни три лаз ная
ак тив ность кле ток в от но ше нии ак ри ло нит ри ла
слу жи ла кон т ро лем и была при ня та за 100%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Кло ни ро ва ние и ана лиз ге нов ни три лаз из
A. de nit ri fi cans С-32.  В ка че ст ве основ но го под -
хо да к кло ни ро ва нию ге нов ни три лаз из штам ма
С-32 была вы бра на стра те гия ПЦР-ам п ли фи ка -
ции, прай ме ры для ко то рой со от вет ст ву ют кон -
сер ва тив ным об ла с тям ге нов али фа ти че ских ни -
три лаз. Срав ни те ль ный ана лиз ами но кис лот ных
по сле до ва те ль но стей этой суб ст рат ной груп пы
из раз лич ных ис точ ни ков вы я вил не ме нее двух
кон сер ва тив ных об ла с тей по ми мо ак тив но го
цен т ра. Эти об ла с ти были ис по ль зо ва ны при по -
стро е нии на бо ра прай ме ров для ПЦР-ам п ли фи -
ка ции фраг мен тов гена ни три ла зы из Al ca li ge nes
de nit ri fi cans С-32. По зи ции прай ме ров ука за ны
на рис. 1, а струк ту ра – в раз де ле «Усло вия эк с пе -
ри мен та».

При ПЦР-ам п ли фи ка ции с ис по ль зо ва ни ем
раз лич ных ком би на ций вы рож ден ных прай ме ров
и ге ном ной ДНК A. de nit ri fi cans С-32 в ка че ст ве
мат ри цы был по лу чен на бор фраг мен тов. Их сек -
ве ни ро ва ние и срав не ние ре зу ль та тов с дан ны ми
Gen Bank по ка за ло, что ам п ли фи ци ро ван ные по -
сле до ва те ль но сти го мо ло гич ны ге нам двух раз -
лич ных ни три лаз, об на ру жен ных ра нее в раз ных
ви дах бак те рий. Од ни фраг мен ты бы ли прак ти че с -
ки иден тич ны (на 99% по нук ле о тид ной по сле до -
ва те ль но сти) с ге ном али фа ти че ской ни три ла зы
из штам ма Aci do vo rax fa ci lis 72W (DQ444267).
Дру гие об ла да ли вы со кой го мо ло гией (85%) с ге -
ном ари ла це то нит ри ла зы из штам ма Al ca li ge nes
fa e ca lis JM3 (D13419). Ге ны ни три лаз из A. de nit -
ri fi cans С-32 бы ли обо зна че ны nitC1 и nitC2, со от -
вет ст вен но.

Для кло ни ро ва ния пол но раз мер ных ко пий
ге нов каж дой ни три ла зы из штам ма С-32 был
при ме нен под ход, ис по ль зу ю щий не реп ли ци ру ю -
щи е ся ин тег ра тив ные ко нь ю га тив ные век то ры,
ра нее опи сан ный нами в [10]. В ка че ст ве го мо ло -
гич ных фраг мен тов для ин тег ра ции в хро мо со му
штам ма С-32 слу жи ли внут рен ние фраг мен ты ге -
нов ни три лаз nitC1 и nitC2. По лу чен ные в ре зу ль -
та те ин тег ра ции и спа се ния из хро мо со мы фраг мен -
ты со дер жа ли ген nitC1 про тя жен но стью 1110 п.н.
(369 а.о.), ген nitC2 про тя жен но стью 1071 п.н.
(356 а.о.) и не бо ль шие до пол ни те ль ные уча ст ки,
флан ки ру ю щие на ча ло и ко нец каж до го из ге нов.
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По сле до ва те ль но сти ге нов nitC1 и nitC2 из
A. de nit ri fi cans С-32 были де по ни ро ва ны в Gen Bank под 
но ме ра ми KY020432 и KY073297, со от вет ст вен но.

Срав не ние ами но кис лот ных по сле до ва те ль -
но стей, ко ди ру е мых ге на ми ни три лаз из штам ма
Al ca li ge nes de nit ri fi cans С-32, при ве де но на рис.2.

Ами но кис лот ные по сле до ва те ль но сти NitC1 
и NitC2 бы ли иден тич ны на 38%. При этом в них

бы ли об на ру же ны кон сер ва тив ные мо ти вы, ха -
рак тер ные для дру гих ни три лаз. Фраг мен ты, по
ко то рым бы ли скон ст ру и ро ва ны вы рож ден ные
прай ме ры, так же име ют сход ст во с кон сен сус ным 
мо ти вом (см. рис. 2).

Эк с п рес сия ге нов но вых ни три лаз из A. de -
nit ri fi cans С-32. Фраг мен ты, со дер жа щие ге ны
ни три лаз из штам ма A. de nit ri fi cans С-32, были
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Рис. 1. Срав не ние ами но кис лот ных пос ле до ва тель нос тей нит ри лаз из раз лич ных ис точ ни ков. Чер ным цве том обоз на че -
ны ами но кис ло ты, иден тич ные для всех нит ри лаз. Рам ка ми вы де ле ны кон сер ва тив ные об лас ти; стрел ка ми от ме че ны об лас ти,
ко то рые бы ли ис поль зо ва ны для пос т ро е ния прай ме ров, и их нап рав ле ние.

Обоз на че ния нит ри лаз: Alcal – Alcaligenes faecalis JM3, GenBank #D13419; нит ри ла за 2A2 – GenBank #AY487432; нит -
ри ла за 2A3 – GenBank #AY487470; нит ри ла за 2A4 – GenBank #AY487473; нит ри ла за 2A5 – GenBank #AY487533

Fig. 1. Alignment of aminoacid sequences for nitrilases from various sources. Sequences identical for all nitrilases are typed
black. Frames surround conservative regions; arrows indicate areas that were used in the design of primers, and their directions. 

Nitrilases are designated as follows: Alcal, enzyme from A. faecalis JM3, GenBank #D13419; 2A2, GenBank #AY487432;
2A3, GenBank #AY487470; 2A4, GenBank #AY487473; 2A5, GenBank #AY487533



по лу че ны в ре зу ль та те ПЦР с ис по ль зо ва ни ем
вы со ко точ ной Phu si on-по ли ме ра зы и кло ни ро -
ва ны в век то ре pET16b. Кло ни ро ван ные уча ст ки
ни три лаз но го кла с те ра со дер жа ли пол ные по сле -
до ва те ль но сти ге нов каж дой из ни три лаз, но
были ли ше ны про мо тор ной об ла с ти. Для эк с п рес -
сии ге нов в клет ках E. co li ис по ль зо ва ли ри бо -
сом-свя зы ва ю щий сайт и T7-про мо тор pET16b.
Хо зя и ном слу жил штамм E. co li BLR(DE3).

Уде ль ная ак тив ность кле ток E. co li, со дер -
жа щих ген ни три ла зы nitC1, пре вос хо ди ла ак тив -
ность ро ди те ль ско го штам ма A. de nit ri fi cans С-32
(3,5–5,5 ед/мг) и до сти га ла 30 ед/мг. SDS-ПААГ
по ка зал, что мо ле ку ляр ная мас са по ли пеп ти да,
син те зи ро ван но го в клет ках E. co li (око ло 45 кДа), 
была иден тич на мо ле ку ляр ной мас се субъ е ди ни -
цы ни три ла зы штам ма С-32 (рис.3, a).

Уде ль ная ак тив ность кле ток E.co li, син те -
зи ру ю щих ни три ла зу NitC2, со став ля ла  4,2 ед/мг, 

что срав ни мо с ак тив но стью ис ход но го штам ма
С-32. При этом в клет ках E. co li син те зи ро вал ся
по ли пеп тид, мо ле ку ляр ная мас са ко то ро го была
на 1–2 кДа ме нь ше, чем у ни три лаз ной субъ е ди -
ни цы из штам ма С-32 (рис.3, b).

Для уста нов ле ния при чин вы яв лен ных раз -
ли чий в по сле до ва те ль но сти ни три ла зы из A. de -
nit ri fi cans С-32 и NitC2 были сек ве ни ро ва ны N-кон -
цы ами но кис лот ных по сле до ва те ль но стей из ре -
ком би нан т но го штам ма E. co li.

N-кон це вая ами но кис лот ная по сле до ва те ль -
ность ни три ла зы из штам ма Al ca li ge nes de nit ri fi cans
С-32 (V(C/V)YNSKF) сов па да ет c по сле до ва те ль -
но стью, транс ли ру е мой с гена nitC1. В то же время, 
на N-кон це NitC2 име ет ся по сле до ва те ль ность
GTRKIVR, от ли ча ю ща я ся от N-кон це вой по сле до -
ва те ль но сти ни три ла зы из С-32. Та ким об ра зом,
по-ви ди мо му, ни три лаз ная ак тив ность штам ма
С-32 свя за на с на ли чи ем в клет ке бел ка NitC1.
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Рис. 2. Срав не ние ами но кис лот ных пос ле до ва тель нос тей пеп ти дов NitC1 и NitC2. Иден тич ные у этих бел ков ами но кис -
лот ные ос тат ки вы де ле ны чер ным цве том, сход ные ами но кис лот ные ос тат ки – се рым цве том. Над вы рав ни ва ни ем при ве де ны
кон сен су сы кон сер ва тив ных мо ти вов, по ко то рым бы ли скон с т ру и ро ва ны вы рож ден ные прай ме ры AN49, AN50, AN51, AN54,
ис поль зо ван ные для кло ни ро ва ния этих ге нов (см. рис. 1 и раз дел «Ус ло вия эк с пе ри мен та»).

Fig. 2. Alignment of aminoacid sequences of NitC1 and NitC2 peptides. Identical for both proteins aminoacid residues are typed
black; similar amino acids are typed gray. Above the sequences, consensuses of conservative motifs that served as patterns for the design
of degenerate primers (AN49, AN50, AN51, AN54) for those genes cloning are shown (see Fig. 1 and tabular output in Experimental
section)



Суб ст рат ная спе ци фич ность ни три лаз из
A. de nit ri fi cans С-32. Из ве ст ные на се год няш ний
день ни три ла зы  су ще ст вен но раз ли ча ют ся по
суб ст рат ной спе ци фич но сти [5]. По ско ль ку NitC1 
и NitC2 име ют струк тур ное сход ст во с али фа ти -
че ски ми ни три ла за ми и арил нит ри ла за ми, мы
про ве ли срав не ние суб ст рат ной спе ци фич но сти
фер мен та из С-32 и ни три лаз, син те зи ро ван ных в
E. co li. Были ис по ль зо ва ны раз лич ные суб ст ра ты:
али фа ти че ские ни три лы (ак ри ло нит рил, бу ти ро -
нит рил и ади по нит рил), аро ма ти че ский суб ст рат
(бен зо нит рил) и пред ста ви тель арил нит ри лов
(бен зил ци а нид). Дан ные об ак тив но сти ни три лаз
в от но ше нии раз лич ных суб ст ра тов пред став ле -
ны в таб ли це.

Из дан ных таб ли цы вид но, что луч ши ми
суб ст ра та ми для штам ма С-32 ока за лись али фа ти -
че ские пре де ль ные и неп ре де ль ные ко рот ко це по -
чеч ные ни три лы. Ак тив ность штам ма в от но ше -
нии бен зо нит ри ла и бен зил ци а ни да была на по ря -
док ме нь ше, чем в от но ше нии ак ри ло нит ри ла. По
суб ст рат ной спе ци фич но сти клет ки E.co li с nitC1
прак ти че ски не от ли ча лись от кле ток штам ма
С-32. В то же вре мя, для кле ток E. co li, со дер жа -
щих nitC2, са мым эф фек тив ным суб ст ра том ока -

зал ся бен зил ци а нид. Сле до ва те ль но, на осно ва -
нии ДНК-го мо ло гии и суб ст рат ной спе ци фич но -
сти ни три ла зы NitC1 и NitC2 из штам ма A. de nit ri -
fi cans С-32 дол жны быть от не се ны к груп пе али -
фа ти че ских ни три лаз и ари ла це то нит ри лаз, со от -
вет ст вен но. При этом ис сле до ва ние суб ст рат ной
спе ци фич но сти раз лич ных кле ток под твер ди ло
вы вод о том, что ни три лаз ная ак тив ность штам ма
С-32 свя за на с на ли чи ем в клет ке од но го фер мен -
та – NitC1.

Та ким об ра зом, у штам ма A. de nit ri fi cans
С-32 с вы со кой ни три лаз ной ак тив но стью, ко то -
рый в на сто я щее вре мя ис по ль зу ет ся в ка че ст ве
био ка та ли за то ра для про мыш лен но го по лу че ния
ак ри ла та ам мо ния, об на ру же но два гена, ко ди ру -
ю щих ни три ла зы с раз лич ны ми ка та ли ти че ски ми
свой ст ва ми. На осно ва нии ДНК-го мо ло гии ге нов
и суб ст рат ной спе ци фич но сти ко ди ру е мых ими
фер мен тов об на ру жен ные ни три ла зы были от не -
се ны к груп пам али фа ти че ских ни три лаз (NitC1)
и ари ла це то нит ри лаз (NitC2). При этом нук ле о -
тид ная по сле до ва те ль ность гена nitC1 была прак -
ти че ски иден тич на (на 99%) по сле до ва те ль но сти
гена али фа ти че ской ни три ла зы из Aci do vo rax fa ci -
lis 72W (DQ444267), а ген nitC2 об ла дал вы со ким
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Рис. 3. SDS-ПААГ элек т ро фо рез бел ков из кле ток штам ма E. coli BLR(DE3) pET16b c кло ни ро ван ны ми ге на ми nitC1  и
nitC2: a – nitC1: 1 – без ин дук ции; 2 – пос ле 26 ч ин дук ции, об щая фрак ция; 3 – то же, рас т во ри мая фрак ция; 4 – то же, не рас т во ри -
мая фрак ция. 5 – бел ки Alcaligenes denitrificans С-32; b – nitC2: 1 – пос ле 26 ч ин дук ции, об щая фрак ция; 2 – без ин дук ции; 3 –
мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы (Thermo #26610); 4 – бел ки Alcaligenes denitrificans С-32

Fig. 3. SDS-PAGE of proteins synthesized in E.coli BLR(DE3) pET16b cells with cloned nitC1 and nitC2 genes. (a), proteins in
cells with nitC1 gene: (1), without induction: (2), 26 h of induction, total fraction; (3), 26 h of induction, soluble fraction; (4), 26 h of
induction, insoluble fraction. (5), A. denitrificans С-32 proteins. (b), proteins in cells with nitC2 gene: (1), 26 h of induction; (2), without
induction; (3) MM markers (Thermo #26610). (4), A. denitrificans С-32 proteins



уров нем го мо ло гии (85%) с ге ном ари ла це то нит -
ри ла зы из штам ма Al ca li ge nes fa e ca lis JM3 [11]. Эти
дан ные сви де те ль ст ву ет о вы со кой ак тив но сти
си с тем го ри зон та ль но го пе ре но са у поч вен ных
бак те рий.

Срав не ние ни три лаз ной ак тив но сти у ро ди -
те ль ско го штам ма A. de nit ri fi cans С-32 и ре ком би -
нан т ных штам мов E.co li, со дер жа щих гены nitC1
или nitC2, по ка за ло, что пер вая обу слов ле на фун -
к ци о ни ро ва ни ем од но го фер мен та – NitC1, ко то -
рый кон сти ту тив но син те зи ру ет ся в клет ках С-32. 
В этих усло ви ях об ра зо ва ние фер мен та NitC2 не
на блю да ет ся. Пока не уда лось об на ру жить ин дук -
тор син те за ни три ла зы NitC2 в клет ках С-32.

В то же вре мя, в клет ках E.co li обе ни три ла -
зы ак тив ны. При этом клет ки E.co li, со дер жа щие
ген nitC1, об ла да ют в 3–4 раза бо ль шей ак тив но -
стью, чем ро ди те ль ский штамм С-32. Эти ре зу ль -
та ты под твер ж да ют воз мож ность со зда ния вы со -
ко ак тив ных био ка та ли за то ров для син те за ак ри -
ла та ам мо ния ме то да ми ген ной ин же не рии.

БЛА ГО ДАР НО СТИ

Ра бо та вы пол не на при под дер ж ке Рос -
сий ско го на уч но го фон да в рам ках про ек та
16-14-00216 «Изу че ние си с те мы ко бальт-за ви си -
мой эк с п рес сии ге нов в бак те ри ях Rho do coc cus и
со зда ние на ее осно ве плат фор мы для био син те за
фер мен тов-био ка та ли за то ров для по лу че ния ак -
ри ло вых мо но ме ров».

AC K NOW LED GE MENTS

The work was sup por ted by the Rus si an Sci en -
ce Foundation (Pro ject 16-14-00216, “Stu dy on co -
balt-de pen dant gene ex p res si on in Rho do coc cus Bac -
te ria and con s t ruc ti on on its ba sis of a plat form for bi -
o syn t he sis of en zy me bi o ca ta lysts for ob ta i ning of ac -
ry lic mo no mers”).

ЛИТЕРАТУРА

1. Bork P., Ko onin E.V. A new fa mi ly of car bon-nit ro gen hyd ro la ses.
Pro te in Sci., 1994, 3, 1344–1346. doi: 10.1002/pro.5560030821

2. Pace H.C., and Bren ner C. The nit ri la se su per fa mi ly: clas si fi -
ca ti on, struc tu re and fun c ti on. Ge no me Bi o lo gy, 2001, 2, 1–9.
doi: 10.1186/gb-2001-2-1-reviews0001

3. Na kai T., Ha se ga wa T., Yamas hi ta E., et. al. Crys tal struc tu re of
N-car ba myl-D-ami no acid ami do hyd ro la se with a no vel ca ta ly -
tic fra me work com mon to ami do hyd ro la ses. Struc tu re, 2000, 8,
729–737. doi: http://dx.doi.org/10.1016/S0969-2126(00)00160-X

4. Wang W.-C., Hsu W.H., Chi en F.T., and Chen C.-Y. Crys tal struc -
tu re and si te-di rec ted mu ta ge ne sis stu di es of N-car ba mo yl-D-ami -
no-acid ami do hyd ro la se from Ag ro bac te ri um ra di o bac ter re ve als a
ho mo tet ra mer and in sight into a ca ta ly tic cleft. J. Mol. Bi ol., 2001,
306, 251–261. doi: http://dx.doi.org/10.1006/jmbi.2000.4380

5. O’Re il ly C., and Tur ner P.D. The nit ri la se fa mi ly of CN hyd ro -
ly sing en zy mes - a com pa ra ti ve stu dy. J. Appl. Mic ro bi ol., 2003, 
95(6), 1161–1174. doi: 10.1046/j.1365-2672.2003.02123.x

6. Thu ku F.R.N., Bra dy D., Be ne dik M.J., and Se well B.T. Mic -
ro bi al nit ri la ses: ver sa ti le, spi ral for ming, in dus t ri al en zy mes. 
J. Appl. Mic ro bi ol., 2009, 106, 703–727. 
doi: 10.1111/ j.1365-2672.2008.03941.x.

Биотехнология, 2016, Т. 32, № 6 51

БАК ТЕ РИ А ЛЬ НЫЙ ШТАММ Al ca li ge nes de nit ri fi cans С-32 СО ДЕР ЖИТ ДВЕ НИ ТРИ ЛА ЗЫ

Суб ст рат ная спе ци фич ность ни три лаз из ре ком би нан т ных штам мов E.co li и ни три ла зы 
из ро ди те ль ско го штам ма A. de nit ri fi cans С-32 
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*За 100% для всех ни три лаз при ня та ак тив ность по от но ше нию к ак ри ло нит ри лу.
*Ac ti vi ty to wards ac ry lo nit ri le was ta ken for 100% for all nit ri la ses.
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Ab s t ract – Two ge nes en co ding nit ri la ses with dif fe rent ca ta ly tic pro per ti es have be en fo und in Al ca li ge nes de nit ri fi cans C-32 stra in
with high nit ri la se ac ti vi ty that is cur ren t ly used as a bi o ca ta lyst for the com mer ci al am mo ni um ac ry la te pro duc ti on. Both ge nes were ex -
p res sed in E. co li, and the pro per ti es of the re com bi nant nit ri la ses we re stu di ed. One of the se ge nes de sig na ted as nitC1 con t rol led the
for ma ti on of nit ri la se that pre fer red alip ha tic nit ri les (ac ry lo nit ri le and bu ty ro nit ri le) as best sub s t ra tes. The nuc le o ti de se qu en ce of the
gene nitC1 was al most (by 99%) iden ti cal to the ge ne se qu en ce of an alip ha tic nit ri la se from Aci do vo rax fa ci lis 72W (DQ444267). In
turn, nitC2 gene had a high le vel of ho mo lo gy (85%) with the gene of ary la ce to nit ri la se from Al ca li ge nes fa e ca lis JM3 (D13419). Ben -
zyl cy a ni de was shown to be the best sub s t ra te for the nitC2-en co ded nit ri la se. Con si de ring the re sults of DNA ho mo lo gy and dif fe ren ces
in sub s t ra te spe ci fi ci ty, the NitC2 and NitC1 nit ri la ses from Al ca li ge nes de nit ri fi cans C-32 were al lo ca ted to the gro ups of alip ha tic nit ri -
la ses and ary la ce to nit ri la ses, res pec ti ve ly.

Key words: Alcaligenes denitrificans, nitrilase, cloning, gene expression, substrate specificity.

doi: 10.1016/0234-2758-2016-32-6-45-52


