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Ксилан является основным структурным по-
лисахаридом растительных клеток и вторым по-
сле целлюлозы наиболее распространенным по-
лисахаридом в природе [1]. Это комплексный 
полисахарид, основная цепь которого состо-
ит из остатков β-D-ксилозы, соединенных меж-
ду собой β-(1,4)-связями с небольшим количе-
ством β-(1-3) ответвлений [2]. В зависимости 
от вида растения, из которого получен ксилан, 
в состав его боковой цепи могут быть включе-
ны ацетильные, арабинозные, глюкуроновые, 
метил-гюкуроновые остатки. Ксилан из боль-

шинства растительных источников существует в 
виде гетерополисахарида, в котором к С-2 ато-
мам ксилозы присоединены 4-О-метил α-D-глю-
куроновые остатки [3].

Полная деградация ксилана требует комплек-
са ксиланолитических ферментов, включающих 
эндоксиланазу, ксилозидазу, глюкуронидазу, аце-
тилэстеразу и арабинофуранозидазу [4]. 

Основную роль в разрушении ксилана играет 
эндоксиланаза (эндо-1,4-β-ксиланаза, EC 3.2.1.8), 
которая катализирует случайный гидролиз ксила-
на до ксилоолигосахаридов.
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Описана изоляция, гетерологическая экспрессия и характеристика новой ксиланазы из 
Paenibacillus brasilensis. Ген xyl1 из штамма P. brasilensis X1 ВКПМ В-13092, состоящий из 639 
нуклеотидов, кодирует эндо-1,4-β-ксиланазу (EC 3.2.1.8) из 184 аминокислот и 28 остатков 
предполагаемого сигнального пептида в N-концевой области. Нуклеотидная последовательность 
гена xyl1 и аминокислотная последовательность зрелого белка Xyll имеют наибольшую гомологию 
с последовательностями эндо-1,4-β-ксиланаз Bacillus subtilis (78% и 83% соответственно). Фрагмент 
гена, кодирующий зрелый белок, был экспрессирован в Pichia pastoris. Очищенный рекомбинантный 
фермент Xyl1 показал активность на ксилане березы и арабиноксилане. При использовании ксилана 
березы в качестве субстрата оптимальный pH 6, а оптимальный интервал температур составил 
40–50 °C. Значение удельной активности ксиланазы составило 1660 ед/мг белка, Km и Vmax имели 
значения 1,13 мг/мл и 5124,3 мкмоль/мин·мг, соответственно. Рекомбинантный белок Xyl1 показал 
высокую рН- и термостабильность, устойчивость к пищеварительным ферментам и белковым 
ингибиторам ксиланаз зерна. Показано также, что ионы Mn2+ и Со2+ оказывают позитивное влияние 
на активность фермента.
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Список сокращений: БРЦ ВКПМ – Национальный биоресурсный центр Всероссийская коллекция промышленных микроорга-
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метилцеллюлоза; ПААГ-электрофорез – полиакриламидный гель-электрофорез; ПЦР – полимеразная цепная реакция; EDTA 
(ЭДТА) – этилендиаминтетрауксусная кислота; DNS (ДНС) – 3,5-динитросалициловая кислота (3,5-Dinitrosalicylic acid); Km и 
Vmax – константа Михаэлиса-Ментеня и максимальная скорость ферментативной реакции; SDS (СДС) – лаурилсульфат натрия; 
YPD-среда – Yeast Extract–Peptone–Dextrose Medium.
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Ксиланазы широко используются в промыш-
ленности. Так, в пищевой промышленности кси-
ланазу применяют при производстве соков, рас-
тительных масел и вина [5–7]. Ксиланазы также 
применяются в хлебопекарной промышленности 
[5, 8, 9]. Использование ксиланаз в качестве кор-
мовых добавок позволяет снизить вязкость кор-
ма в кишечнике животных, улучшая усвояемость 
и питательную ценность комбикормов [5, 10–12]. 
Ксиланазы нашли широкое применение при про-
изводстве бумаги, целлюлозы, крахмала и тексти-
ля [5, 13–17], переработке растительного сырья и 
отходов пищевой промышленности [18–21].

Ксиланазы бактериального происхождения 
характеризуются высокой удельной активностью, 
термостабильностью, широким диапазоном рабо-
чего интервала рН и температур, что делает воз-
можным их использование в различных отраслях 
промышленности [22–35]. 

Эндоксиланазы некоторых видов семейства 
Bacillaceae были изучены ранее: Bacillus subtilis 
[22, 23], B. pumilus [24, 25], B. weihenstephane-
sis [26], B. halodurans [27], B. licheniformis [28, 
29], B.  circulans [30], B. brevis [31], Paenibacil-
lus [32–35].

Актуальная задача состоит в поиске новых 
высокоактивных ксиланаз, обладающих свой-
ствами, необходимыми при индустриальном ис-
пользовании. Для решения этой задачи ранее был 
проведен скрининг новых бактериальных штам-
мов-продуцентов ксиланаз, в результате которого 
был выделен штамм X1 ВКПМ В-13192, способ-
ный к росту на ксилане березы как единственном 
источнике углерода и обладающий значитель-
ной ксиланазной активностью. Анализ последо-
вательности гена 16S RNA (GenBank MH991637) 
позволил идентифицировать штамм как Paeniba-
cillus brasilensis [36].

Цель данного исследования – клонирование и 
экспрессия гена ксиланазы из Paenibacillus brasi-
lensis X1 ВКПМ В-13192 в экспрессионной систе-
ме метилотрофных дрожжей P. pastoris и исследо-
вание свойств рекомбинантного фермента.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА 

Микроорганизмы, питательные среды, 
плазмиды

Штамм P. brasilensis X1, способный синтези-
ровать ксиланазу, был изолирован из образца лес-
ной почвы Московской обл. (Россия) и депониро-
ван в БРЦ ВКПМ под номером В-13192.

Для экспрессии в дрожжевой системе был ис-
пользован штамм P. pastoris ВКПМ Y- 2837 (His-) 
и вектор pAOX2-GAP ВКПМ В-13126. 

Для генно-инженерных работ был использован 
штамм Escherichia coli XL1-Blue (endA1 supE44  
thi1 recA1 gyrA96 relA1 lac hsdR17 F’[proAB lacI-
qZΔM15 Tn10]) ВКПМ В-9838.

LB-среда (0,5%-ный дрожжевой экстракт 
(«ДиаЭМ», Россия), 1%-ный триптон («ДиаЭм»), 
1% NaCl («Химмед», Россия)) была использова-
на для культивирования Escherichia coli XL1 Blue. 
YPD-среда (1%-ный дрожжевой экстракт («Диа
ЭМ»), 1,5%-ный триптон («ДиаЭМ»), 2%-ная 
глюкоза («Химмед»)) была использована для 
культивирования P. pastoris. 

Анализ нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей

Анализ нуклеотидных и аминокислотных по-
следовательностей был проведен с помощью про-
граммы BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) и NCBI ORF Finder tool (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Для поиска возможных 
сигнальных последовательностей была исполь-
зована программа SignalP 4.1 Server (http://www.
cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Множественное вы-
равнивание последовательностей осуществляли с 
использованием программы CLUSTAL W (http://
www.ebi.ac.uk/clustalw). Для исследования трех-
мерных структур ферментов использовали сер-
вер SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org) 
и базу NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ 
cdd/wrpsb.cgi?RID=XGGZ1VF0014&mode=all). 
Поиск сайтов гликозилирования осуществляли на 
сервере NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.
dk/services/NetNGlyc/).

Клонирование гена 
Для амплификации гена xyl1, кодирующего 

ксиланазу, были использованы праймеры Xyl-1 
(5′-ATGTTTAAGTTTAGTNNRAR-3′) и Xyl-2  
(5′-TTACCACACCGTTABBNY-3′).

Ген xyl1 секвенировали и депонировали в базе 
Genbank (№ MK014302). Ген, кодирующий ксила-
назу, клонировали в состав вектора pAOX2-GAP 
и экспрессировали в клетках P. pastoris. Вектор 
pAOX2-GAP в своем составе содержит: промотор 
GAP, сигнальную последовательность α-фактора 
Saccharomyces cerevisiae, полилинкерную об-
ласть, терминатор транскрипции AOX1 гена, мар-
керный ген His4, области интеграции 5′AOX2 и 
3′AOX2 в хромосому P. pastoris, ген устойчивости 
к ампициллину и pUC ori.
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Конструирование рекомбинантной 
экспрессионной плазмиды

Фрагмент ДНК, кодирующий зрелый белок 
Xyl1, был амплифицирован методом ПЦР с ис-
пользованием Pfu ДНК-полимеразы (Fermentas), 
двух праймеров XylP-f 5′-aaagaattcgcgacagactact-
ggcaaaat-3′ и XylP-r 5′-aaagcggccgcttaccacaccgt-
tacgttaga-3′. Амплифицированный продукт, коди-
рующий зрелый фермент ксиланазу, был клони-
рован в состав вектора pAOX2-GAP, в результате 
чего была получена рекомбинантная плазмида 
pAOX2-GAP-XylP. Последовательность, кодиру-
ющая ксиланазу, была встроена в рамку считыва-
ния с сигнальной последовательностью вектора. 

Экспрессия гена, кодирующего ксиланазу  
Xyl1 в P. pastoris, и выбор наиболее 
продуктивного клона

Плазмида pAOX2-GAP-XylP была линеари-
зована с использованием эндонуклеазы рестрик-
ции BglII и трансформирована в клетки штамма 
P.  pastoris ВКПМ Y-2837 методом электропора-
ции (http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manu- 
als/pich_man.pdf). Экспрессионная кассета была 
встроена в AOX2 локус. 

Транформанты выращивали при аэрации в 
среде YPD в течение 20 ч при 30 °C и 250 об/мин. 
Клетки пересевали в пробирки со средой YPD 
в соотношении 1:10, растили в течение 4 сут с 
аэрацией при 30 °C. Через каждые 24 ч добавля-
ли 2%  глюкозы. После окончания ферментации 
определяли активность фермента в культураль-
ной жидкости. Клон с самой высокой ксиланаз-
ной активностью был использован для дальней-
ших исследований. 

Очистка рекомбинантной ксиланазы
Очистка ксиланазы проводилась с использова-

нием метода гель-хроматографии [37] на колонке 
Superdex 75-HR. Образцы культуральной жидко-
сти были приготовлены с помощью диализа про-
тив буфера (50 мM трис-HCl, pH 7,0, 0,5 M NaCl) в 
течение ночи, концентрировали на установке Am-
icon (Германия) через мембрану с порогом отсе-
чения 10 кДа и наносили на колонку Superdex 75, 
уравновешенную при помощи такого же буфе-
ра. Фракции, собранные с колонки, анализирова-
ли с помощью ПААГ-электрофореза в денатури-
рующих условиях по методу Лэмли. Количество 
белка на выходе из колонки измеряли при помощи 
УФ-детектора при длине волны 280 нм. Фракции, 
соответствующие пику ксиланазы, отбирали для 

дальнейшего анализа. Количество белка опреде-
ляли по методу Бредфорда, согласно инструкции к 
реактиву Bradford Reagent B 6916 (Sigma, США).

Белковый электрофорез
Белковый электрофорез проводили в 12%-ном 

полиактиламидном геле в присутствии SDS в ка-
мере для вертикального электрофореза Mini-Pro-
tean Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, США) 1 ч 
при напряжении 50 В, затем 2–3 ч при напряже-
нии 150 В. Окраску белковых гелей осуществля-
ли с использованием набора Pierce Silver Stain Kit 
(Thermo Scientific, США)

Анализ ферментативной активности
Определение активности ксиланазы проводи-

ли, смешивая 50 мкл 1%-ного раствора субстрата 
ксилана березы в 0,5 М ацетатном буфере (рН 6) и 
50 мкл раствора фермента. Инкубацию проводи-
ли при 50 °C в течение 10 мин.

Редуцированные сахара определялись 
ДНС-методом с использованием глюкозы в каче-
стве стандарта [38].

Одна единица активности фермента определя-
лась как количество фермента, требуемого для об-
разования 1 мкМ редуцированных сахаров за 1 мин.

Субстратную специфичность определяли из-
мерением активности c использованием в каче-
стве субстрата ксилана березы (Sigma), арабинок-
силана из пшеницы (Megazame, США), карбокси-
метилцеллюлозы (КМЦ) («Химмед») и β-глюкана 
ячменя (Megazame).

Исследование влияния белковых  
ингибиторов злаков 

Ячмень предварительно измельчали до разме-
ра частиц 0,5 мм на мельнице «MF 10.1» («IKA», 
Германия). Для приготовления экстракта исполь-
зовали 0,1 М ацетатный буфер рН 6 из расче-
та 100 мл буфера на 20 г измельченного ячменя. 
Экстракцию проводили в течение 1 ч при 40 °С 
при перемешивании 140 об/мин в термошейкере 
TS-100C (Biosan, Латвия). Полученный экстракт 
центрифугировали 5 мин при 5000 об/мин.

Эффект устойчивости был изучен 15-минут-
ным инкубированием фермента в присутствии 
экстракта ячменя при 37 °С с последующим изме-
рением остаточной специфической активности.

Характеристика рекомбинантного белка Xyl1
Оптимум pH определяли инкубацией очи-

щенного рекомбинантного белка Xyl1 c исполь-
зованием в качестве субстрата ксилана березы в 
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буферных растворах: 0,5 М глициновый (рН 2–3), 
0,5 М ацетатный (рН 4–8), 0,5 М трис (рН 9).

Влияние pH на стабильность Xyl1 оценива-
ли при значениях pH 2–9, используя те же буфер-
ные системы.

Температурный оптимум определяли, проводя 
стандартное исследование активности фермента в 
диапазоне температур 20–70 °C.

Термостабильность была определена изме-
рением остаточной активности фермента после 
инкубации при 70, 80, и 90 °C в течение 10 мин. 
Остаточная активность измерялась по методике, 
описанной выше.

Влияние ионов металлов и химических реак-
тивов на реакции гидролиза ксилана березы опре-
деляли путем измерения активности фермента 
в буфере с добавлением 1мМ соответствующих 
реагентов.

Показатели Km и Vmax рекомбинантного Xyl1 
рассчитывали согласно методу двойных обрат-
ных величин Лайнуивера–Берка, измеряя актив-
ность фермента при 50 °C в 0,5 М ацетатном бу-
фере рН 6 с использованием 0,5–10,0 мг/мл ксила-
на березы в качестве субстрата.

Эффект устойчивости к протеолитическим 
ферментам был изучен 15-минутным инкубиро-
ванием Xyl1 в присутствии 0,1%-ного раствора 
пепсина при рН 2 и 0,1%-ного раствора трипси-
на (рН 7) при 37 °С с последующим измерением 
остаточной активности.

Все измерения производились независимо в 
трех повторностях (P< 0,05).

В работе были использованы реактивы 
отечественного производства марки хч и чда 
(«Химмед»).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве источника гена ксиланазы был 
использован бактериальный штамм P.  brasilen-
sis X1 ВКПМ В-13192. Ксиланазы из Paeniba-
cillus brasilensis ранее исследованы не были, по-

этому в работе использовалась последователь-
ности генов филогенетически близкого вида 
Paenibacillus polymyxa.

Известно, что штаммы вида P. polymyxa спо-
собны продуцировать не менее пяти различных 
ферментов, обладающих ксиланолитической ак-
тивностью [39], поэтому для клонирования гена 
были использованы вырожденные праймеры, ди-
зайн которых был разработан на основе консер-
вативных участков доступных последовательно-
стей генов различных штаммов P. polymyxa, пред-
положительно кодирующих эндо-β-1,4-ксиланазы 
(EC3.2.1.8).

Методом ПЦР был получен фрагмент ДНК, 
анализ нуклеотидной последовательности ко-
торого показал, что он представляет собой ко-
дирующую область гена xyl1 размером 639 пн. 
Продукт трансляции гена – белок Xyl1, состоя-
щий из 212 а.о., с молекулярным весом 23,2 кДа.

Анализ нуклеотидной (xyl1) и аминокислот-
ной (Xyl1) последовательностей показал гомо-
логию с последовательностями ксиланаз из Ba-
cillus  licheniformis (77% нуклеотидной и 82% 
аминокислотной) [28] и Bacillus subtilis (78% ну-
клеотидной и 83% аминокислотной) [GenBank: 
KC628735.2]. Аминокислотные последователь-
ности всех трех гомологичных ферментов име-
ли структуры, характерные для гликозилгидро-
лаз семейства GH11 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Structure/cdd/cddsrv.cgi). 

Анализ аминокислотной последовательности 
с использованием программы SignalP v. 4.1 позво-
лил определить возможную сигнальную после-
довательность, которая составила 28 N-концевых 
аминокислот. Таким образом, была определена 
последовательность зрелого белка Xyl1 (рис. 1).

Анализ аминокислотной последовательно-
сти на основании множественного выравнивания, 
анализ пространственной структуры, проведен-
ный с использованием информационных ресур-
сов базы данных NCBI, а также анализ предпола-
гаемой трехмерной модели Xyl1, предсказанной 

MFKFSKRMLTVVLAASMSFGVFATTSSAATDYWQNWTDGGGTVNAVNGSGGNYSVTWKDTGNF
VVGKGWTTGSPNRTINYNAGVWAPSGNGYLALYGWTRNSLIEYYVVDSWGTYRPTGTYKGTVTS
DGGTYDIYTTMRYDAPSIEGEKTTFIQYWSVRQSKRPTGGNSTITFSNHVKAWASKGMNLGSNWSY
QVLATEGYQSSGSSNVTVW

Рис. 1. Аминокислотная последовательность Xyl1. Подчеркивание – возможная сигнальная последовательность; 
жирным шрифтом выделены возможные сайты N-гликозилирования

Fig. 1. The amino acid sequence Xyl1. Underlining indicates a possible signal sequence; bold text, possible sites of 
N-glycosylation
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с использованием сервера SWISS-MODEL на ос-
новании структуры наиболее гомологичной эн-
до-1,4-β-ксиланазы А Bacillus subtilis [40] позво-
лили выявить аминокислоты консервативного мо-
тива гидролаз семейства GH11, аминокислоты 
активного центра и субстрат-связывающей обла-
сти данного семейства ферментов (рис. 2).

Зрелый белок Xyl1 имел характерные для ис-
тинных эндо-β-1,4-ксиланаз (EC3.2.1.8), относя-
щихся к семейству GH11 признаки, а именно: не-
большую молекулярную массу в 20,2 кДа, щелоч-
ную изоэлектрическую точку (pI 9), присутствие 
в структуре фермента каталитических областей, 
свернутых в мотив бета-листа [41].

Для экспрессии рекомбинантного белка Xyl1 в 
P. pastoris был сконструирован вектор pAOX2-GAP, 
в состав экспрессионной кассеты которого входит 
GAP-промотор гена глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназы P. pastoris, позволяющий осущест-
влять высокоуровневую конститутивную экспрес-
сию гетерологичных генов, и сигнальная после-
довательность α-фактора Saccharomyces cerevisiae 
для эффективной секреции белков. В качестве об-
ласти интеграции экспрессионной кассеты в хро-
мосому дрожжевых клеток была использована по-
следовательность гена AOX2 P. pastoris.

Нуклеотидная последовательность, кодирую-
щая область зрелого белка Xyl1, была амплифици-
рована методом ПЦР с использованием праймеров 

XylP-f и XylP-r и клонирована в единую рамку счи-
тывания с сигнальной последовательностью α-фак-
тора. Таким образом, была сконструирована экс-
прессионная плазмида pAOX2-GAP-Xyl1 (рис. 3).

Экспрессионная плазмида была линеаризована 
и трансформирована в клетки P. pastoris. Трансфор-
мант Xyl-167 показал самую высокую ксиланазную 
активность среди 289 положительных клонов. 

Ферментация штамма Xyl-167 проводилась в 
500 мл колбе в течение 120 ч. Образцы объемом 
1 мл отбирались каждые 24 ч. Результаты SDS-
PAGE-анализа показали, что повышение концен-
трации рекомбинантного белка Xyl1 происходило 
с увеличением времени ферментации. Повышение 
уровня накопления фермента в культуральной 
жидкости коррелировало с увеличением ксила-
назной активности. Ферментативная активность к 
концу ферментации достигала 612 ед/мл.

Рекомбинантный фермент был очищен мето-
дом гель-хроматографии. По результатам прове-
денного SDS–PAGE-электрофореза, молекулярная 
масса очищенного рекомбинантного фермента со-
ставила 39 кДа, что значительно больше, чем те-
оретически рассчитанная масса – 20,2 кДа. Белок 
был представлен в виде тройной полосы (рис. 4). 
Предположительно, это связано с посттрансляци-
онными модификациями белка в дрожжевых клет-
ках, вызванными гликозилированием. Как пока-
зал анализ аминокислотной последовательности,  

Рис. 2. Выравнивание аминокислотных последовательностей Xyll и родственных ему ферментов. XylLich – ксилана-
за Bacillus licheniformis; XylSub – ксиланаза Bacillus subtilis; Xyl1 – ксиланаза Paenibacillus brasilensis. В рамке – клю-
чевые аминокислоты, входящие в активный центр ферментов

Fig. 2. Alignment of amino acid sequences of Xyl1 and related enzymes. XylLich – xylanase Bacillus licheniformis; XylSub 
– xylanase Bacillus subtilis; Xyl1 – xylanase Paenibacillus. brasilensis. In frame – highlighted key amino acids that are part 
of the active center of enzymes
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проведенный с использованием программы Net-
NGlyc 1.0 Server, в составе белка Xyl1 присут-
ствуют семь сайтов N-гликозилирования Asn-X-
Ser/Thr [42].

N-дегликозилирование очищенного белка Xyl1 
проводили с использованием фермента эндо-β-N-
ацетилглюкозаминидазы Н (endo-H). SDS–PAGE-
анализ показал, что дегликозилированный белок 
представлен в виде одной полосы (рис. 4), а его мо-
лекулярный вес составляет 28 кДа, что, однако, так-
же больше теоретически рассчитанного значения. 
Это может быть связано с O-гликозилированием или 
другими посттрансляционными модификациями.

Очищенный рекомбинантный фермент 
Xyl1 показал высокую удельную активность 
(1660  ед/мг белка). По этому показателю иссле-
дуемый белок уступает лишь наиболее актив-
ным бактериальным ксиланазам из Paenibacil-
lus campinasensis (2392 ед/мг белка) [43] и Bacil-
lus pumilus (1723 ед/мг белка) [44].

Кинетические параметры фермента были 
определены в результате проведения гидролитиче-
ской реакции с использованием ксилана березы в 
качестве субстрата. Реакции проводились при оп-
тимальных условиях – pН 6 и 50 °C. Km и Vmax име-
ли значения 1,13 мг/мл и 5124,3  мкмоль/мин·мг, 
соответственно.

Рис. 3. Физическая карта экспрессионной плазмиды pAOX2-GAP-Xyl1. В скобках – положение сайта на карте плазмиды

Fig. 3. Physical map of the expression plasmid pAOX2-GAP-Xyl1. In brackets –  the position of the site on the map

7578 пн

Рис. 4. SDS-PAGE-анализ белка Xyl1. M – белковый 
маркер молекулярной массы (Thermo Scientific); 1 – 
очищенный Xyl1; 2 – N-дегликозилированный бе-
лок Xyl1

Fig. 4. SDS-PAGE analysis of Xyl1 protein: M, stan-
dard protein molecular weight (Thermo Scientific); lane 
1, purified Xyl1 protein; lane 2, the N-deglycosylated 
Xyl1 protein
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Характеристики рекомбинантного Xyl1 были 
исследованы также с использованием ксилана бе-
резы в качестве субстрата.

Исследования показали, что рН-оптимум ре-
комбинантной ксиланазы Xyl1 находится в диапа-
зоне 5,7–6,0 (рис. 5a). Фермент был активен в ин-
тервале рН от 3 до 9 и сохранял более 50% актив-
ности при рН от 4,2 до 7,8. При значениях рН ≤ 3 
ферментативной активности не наблюдалось.

Изучение влияния температуры на активность 
Xyl1 показало, что температурный оптимум фер-
мента находится в интервале 40–50 °C, при этом 
в диапазоне температур от 20 до 58 °С активность 
фермента составляет не менее 80% (рис. 5b).

Эффект pН на активность Xyl1 был изучен 
инкубированием фермента в буферных раство-
рах с различными значениями pН при 37 °C в те-
чение 30 мин. Фермент был устойчив в широком 

pН-диапазоне, при этом более 80% активности со-
хранялось после инкубирования ксиланазы в ин-
тервале pH 2–9 (рис. 5c).

Фермент был умеренно устойчив при высоких 
температурах. Остаточная активность после про-
гревания Xyl1 при 70, 80 и 90 °C в течение 10 мин 
составила 46, 38 и 18% соответственно (рис. 6a).

Белок Xyl1 был устойчив к пищеварительным 
ферментам. После обработки пепсином и трипси-
ном в соответствующем буфере при 37 °C в тече-
ние 30 мин остаточная активность фермента со-
ставляла 97 и 85%. (рис. 6b). 

Рис. 5. рН-оптимум (a) рекомбинантного Xyl1 и 
влияние температуры (b) и рН (с) на активность 
Xyl1. Приведены средние значения, полученные в 
результате проведения трех независимых измере-
ний с учетом погрешности измерения (P< 0,05)

Fig. 5. Characterization of recombinant Xyl1. (a), 
effects of pH on activity; (b), effects of temperature on 
activity; (c), pH stability of recombinant Xyl1. The data 
shown represent the average value obtained as a result 
of three independent measurements, taking into account 
the measurement error (P <0.05)
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Рис. 6. Термостабильность Xyl1 (a), устойчивость 
к пищеварительным ферментам, пепсина и трипси-
на (b) и белковым ингибиторам ксиланаз злаков (c). 
Приведены средние значения, полученные в резуль-
тате проведения трех независимых измерений с уче-
том погрешности измерения (P < 0,05) 

Fig. 6. Study of thermostability, resistance to digestive 
enzymes and to xylanase protein inhibitors from cere-
als: (a), thermostability of Xyl1; (b), resistance of Xyl1 
to pepsin and trypsin; (c), resistance of Xyl1 to xylanase 
protein inhibitors from cereals. The data shown repre-
sent the average value obtained as a result of three in-
dependent measurements, taking into account the mea-
surement error (P < 0.05)

100

100

100

80

80

80

60

60

60

40

40

40

20

70 80 90Без 
прогрева

Без 
обработки

Без 
воздействия 
ингибиторов

Воздействие 
ингибиторов

Пепсин Трипсин

0

20

0

20

0

a

b

c

Температура, °С

Фермент

О
ст

ат
оч

на
я 

Ак
т

ив
но

ст
ь,

 %

О
ст

ат
оч

на
я 

ак
т

ив
но

ст
ь,

 %
О

ст
ат

оч
на

я 
ак

т
ив

но
ст

ь,
 %

О
ст

ат
оч

на
я 

ак
т

ив
но

ст
ь,

 %



29Биотехнология, 2018, Т. 34, № 6

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА КСИЛАНАЗЫ ИЗ Paenibacillus brasilensis X1

Рекомбинантный белок Xyl1 подвергали воз-
действию белковых ингибиторов, содержащихся 
в экстракте зерен ячменя, с последующим измере-
нием остаточной активности фермента (рис. 6c). 
Инкубация в присутствии экстракта зерен ячме-
ня привела к уменьшению активности фермента 
на 4%, что говорит об его высокой устойчивости к 
белковым ингибиторам ксиланаз злаков.

Была также исследована активность фермента 
в присутствии ионов металлов и химических ре-
агентов (табл. 1). Влияние ионов Mn2+ и Со2+ при-
водило к увеличению активности фермента соот-
ветственно на 29% с и 28,5%. Влияние ЭДТА и 
SDS приводило к уменьшению активности Xyl1 
соответственно на 18,7% и 22%. Добавление дру-
гих ионов металлов не оказывало существенного 
влияния на активность фермента.

Специфическая активность очищенного фер-
мента Xyl1 на различных субстратах была изме-
рена при 50 °C и рН 6 в течение 10 мин (табл. 2).

Фермент показал максимальную специфиче-
скую активность при использовании ксилана бе-
резы в качестве субстрата. Специфическая актив-
ность при использовании арабиноксилана была 
ниже и составила 51,3% от максимального уровня. 
Также была выявлена способность Xyl1 гидролизо-
вать карбоксиметилцеллюлозу и β -глюкан ячменя.

Такая широкая субстратная специфичность не 
характерна для эндо-β-1,4-ксиланаз (EC3.2.1.8) 
семейства GH11, которые отличаются низкой ка-
талитической универсальностью и расщепляют 
исключительно внутренние β-1,4-ксилозидные 
связи в молекуле ксилана [45].

Cравнение аминокислотных последователь-
ностей исследуемого белка и хорошо изученных 
ксиланаз из Bacillus subtilis и Bacillus licheniformis 
позволило выявить замены 29S/K, 97Y/T, 121S/T 
в составе активного центра ферментов (рис. 2). 
Возможно, эти аминокислотные замены приво-
дят к изменению в работе фермента Xyl1. Однако 
данное предположение требует дальнейшего изу-
чения, функции аминокислотных остатков в ука-
занных положениях должны быть в перспективе 
исследованы с использованием метода сайт-на-
правленного мутагенеза.

Таким образом, были изучены свойства новой 
высокоактивной эндо-β-1,4-ксиланазы из P. brasi-
lensis X1 ВКПМ В-13192 в экспрессионной систе-
ме P. pastoris.

Рекомбинантный белок обладает высокой 
удельной активностью, кинетическими пока-
зателями, характерными для высокоактивно-
го фермента, умеренной термостабильностью, 

Та бл и ц а  1 
Влияние солей металлов и химических реагентов на активность Xyl1

Effects of metal ions and chemical reagents on Xyl1 activity

Ион металла, 
химический реагент Активность, % Ион металла, 

химический реагент Активность, %

Na+ 91,6 Mn2+ 129,0
K+ 98,1 Co2+ 128,5
Mg2+ 100,5 Li+ 103,7
Ca2+ 113,6 Cu2+ 106,5
Fe2+ 100,5 Ni2+ 100,0
EDTA 81,3 SDS 78,0

Примечание: контроль – 100%.

Та бл и ц а  2 
Субстратная специфичность очищенного фермента Xyl1

Substrate specificity of the purified Xyl1

Субстрат
Специфическая активность

ед/мг белка %
Ксилан березы 1660 100
Арабиноксилан 852 51,3
Карбоксиметилцеллюлоза (КМЦ) 64,7 3,9
β-глюкан ячменя 212,5 12,8
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устойчивостью к действию пищеварительных 
ферментов и ингибиторам ксиланаз злаков. Тем-
пературный и рН оптимумы исследуемого фер-
мента находятся в интервалах 40–50 °С и 5,7–6,0, 
соответственно, при этом его активность сохра-
няется на высоком уровне в широком диапазоне 
рН и температур. Кроме того, фермент способен 
эффективно гидролизовать арабиноксилан – ос-
новной некрахмальный полисахарид, входящий 
в состав зерен злаков.

Такие свойства фермента делают его перспек-
тивным при создании на его основе дрожжевого 
рекомбинантного продуцента ксиланазы для ис-
пользования в кормопроизводстве.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
государства в лице Министерства высшего образо-
вания и науки Российской Федерации (Уникальный 
идентификатор проекта – RFMEFI60717X0180) 
с использованием УНУ – Национальный биоре-
сурсный центр «Всероссийская коллекция про-
мышленных микроорганизмов» НИЦ «Курчатов-
ский институт» – ГосНИИгенетика.
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Abstract–The heterologous expression, isolation and characterization of a novel xylanase from 
Paenibacillus brasilensis have been described. The xyl1 gene from the Paenibacillus brasilensis X1 VKPM 
B-13092 strain consisting of 639 nucleotides encodes the secreted endo-1,4-β-xylanase (EC 3.2.1.8) that 
contains 184 amino acids and 28 residues of the putative signal peptide in the N-terminal region. The 
nucleotide sequence of the xyl1 gene and the amino acid sequence of the mature Xyll protein have the 
greatest homology with the Bacillus subtilis endo-1,4-β-xylanase sequences (78% and 83%, respectively). 
A gene fragment encoding the mature protein was expressed in Pichia pastoris. The purified recombinant 
Xyl1 enzyme was capable of using birch xylan and arabinoxylan as substrates. When birch xylan was 
used, the optimum pH of the enzymatic reaction was 6.0, optimum temperature was 40–50° C, and Km and 
Vmax, were equal to 1.1288 mg/mL and 5124.3 μmol/(min∙mg), respectively. The recombinant Xyl1 protein 
showed high pH and thermal stability, resistance to digestive enzymes and xylanase protein inhibitors from 
cereals. It was also shown that Mn2+ and Со2+ ions stimulate the enzyme activity.

Key words: xylanase, xylan, Paenibacillus brasilensis, Pichia pastoris.
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