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Фосфолипаза А2 (PLA2) является одним из 
наиболее дорогостоящих ферментов на рынке 
ферментных препаратов. В пищевой промыш-
ленности ее применяют для улучшения качества 
майонеза, дегуммирования растительных масел, 
изготовления хлебобулочных изделий, молоч-
ных продуктов, а также при производстве сыра 
[1, 2]. Другими областями применения PLA2 яв-
ляются текстильная промышленность, кормо-

производство и парфюмерия, а также синтез ис-
кусственных фосфолипидов, востребованных, в 
частности, в фармакологии [3–5]. Интенсивное 
использование PLA2 ожидают в топливно-энер-
гетической промышленности для получения био-
дизеля [6]. В России PLA2 не производится, что 
служит дополнительным стимулом к разработке 
штаммов-продуцентов и технологии получения 
данного фермента. 
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Фосфолипаза А2 (PLA2) применяется в различных отраслях промышленности, в частности, широко 
используется для улучшения эмульгирующих свойств яичного желтка. В настоящее время в России 
PLA2 не производится и является одним из наиболее востребованных и дорогостоящих ферментов. 
Основным препятствием на пути разработки дрожжевых продуцентов является токсичность 
высокоактивных PLA2, опосредованная их действием на фосфолипиды клеточных мембран. В этой 
связи ранее выполненные разработки дрожжевых продуцентов касались получения низкоактивных 
PLA2. В настоящей работе исследована возможность биосинтеза в дрожжах высокоактивной 
PLA2 штамма А-2688 S. violaceoruber. С целью увеличения эффективности экспрессии были 
сконструированы модифицированные варианты данного фермента, включавшие определенные 
аминокислотные замены, N- и С-концевые удлинения, а также инактивированные сайты 
N-гликозилирования. В результате исследований были отобраны модифицированные производные 
PLA2, удельная активность которых при сходной эффективности секреции, минимум, на порядок 
превосходила показатели ранее полученных низкоактивных PLA2. Отобранные варианты 
характеризовались пониженным сродством к ионам кальция Ca2+, что, вероятно, обусловливало их 
низкую токсичность на этапе биосинтеза и возможность активации их в искусственных условиях, в 
том числе на яичном желтке, путем внесения в реакционные смеси ионов кальция. Представляется, 
что полученные варианты способны значительно удешевить применение PLA2 в отраслях 
промышленности, допускающих использование повышенных концентраций ионов кальция.

Ключевые слова: рекомбинантная фосфолипаза А2, Streptomyces violaceoruber, дрожжи, секреция, 
штамм-продуцент 
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фосфолипазы А2; КЖ – культуральная жидкость 
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Выбор организма-хозяина для биосинтеза ре-
комбинантной PLA2 обусловливался преимуще-
ствами дрожжевых систем экспрессии: прогрес-
сивным уровнем их разработки и возможностью 
удешевить производство за счет секреции PLA2. 
Препятствием на пути получения эффективных 
дрожжевых продуцентов является токсичность 
высокоактивных вариантов PLA2, связанная с их 
действием на фосфолипиды клеточных мембран. 
В этой связи все ранее разработанные дрожжевые 
продуценты, например PLA2 индийской кобры 
Naja naja naja [7] или PLA2 штамма 2917 S. viola-
ceoruber [5], позволяли получить ферменты с от-
носительно низкой специфической активностью 
(30 и 170 ед/мг, соответственно). 

В настоящей работе за основу для констру-
ирования дрожжевых продуцентов была выбра-
на высокоактивная PLA2 штамма А-2688 S. vio-
laceoruber, специфическая активность которой 
превышает 1000 ед/мг [8]. Экспрессию PLA2 
анализировали в клетках реципиентных штам-
мов дрожжей Saccharomyces cerevisiae и Komaga-
taella kurtzmanii (аналог Komagataella (Pichia) 
pastoris [9]).

Целью исследования была разработка моди-
фицированных PLA2, обладающих одновременно 
высоким уровнем секреции в дрожжах и высокой 
удельной активностью, минимум на порядок пре-
восходившей показатели ранее полученных низ-
коактивных ферментов [5, 7].

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Штаммы и условия культивирования
В работе использовали реципиентный штамм 

β-0 (α ura3 ura3 leu2 trp1 his3 his4 SUC2+STA2 
sta10 GAL+) дрожжей S. cerevisiae (ГосНИИгене-
тика, Москва), производный двух родительских 
штаммов DBY747 (ATCC 204659) и YBS618 [10]. 

Трансформанты штамма β-0 получали с ис-
пользованием литий ацетата [11]. Полученные 
трансформанты культивировали на жидкой среде 
YPDG (дрожжевой экстракт – 1%; бактопептон– 
2%; глюкоза – 2%; галактоза – 2%) в течение 46 ч 
до стационарной фазы роста с использованием 
ротационного шейкера со скоростью 250 об/мин 
при температуре 30 °C (если не указано иное).

Также в работе использовали реципиент-
ный штамм дрожжей Y727his4Δ K. kurtzmanii [9, 
12]. Трансформацию клеток штамма Y727his4Δ 
и культивирование полученных трансформантов 
осуществляли, как описано [12].

Конструирование плазмидных ДНК

Конструирование рекомбинантных ДНК осу-
ществляли с использованием стандартного на-
бора методов [13]. Фрагменты ДНК амплифи-
цировали с помощью ПЦР с использованием 
ДНК-полимеразы Phusion (ThermoFisher Scientif-
ic, #F-530S). Сайт-направленный мутагенез ДНК 
осуществляли, как описано [14]. Все фермен-
ты от фирмы ThermoFisher Scientific. Для ампли-
фикации плазмидных ДНК использовали штамм 
E. coli TOP10 (Invitrogen).

Для экспрессии генов фосфолипазы в клетках 
реципиентного штамма β-0 S. cerevisiae констру-
ировали бирепликонные плазмиды, содержавшие 
в качестве селективного маркера ген URA3. Плаз-
миды конструировали на основе вектора pPDX3 
[15], являющегося производным вектора pPDX 
[16]. В составе плазмид серии pPDX3 экспрессия 
генов фосфолипазы находилась под контролем 
промотора GAL1 дрожжей S. cerevisiae. 

Для экспрессии генов фосфолипазы в клетках 
реципиентного штамма Y727his4Δ K. kurtzmanii 
конструировали интегративные плазмиды, содер-
жавшие в качестве селективного маркера ген HIS4. 
Плазмиды конструировали на основе вектора 
pPH93-AOX1Y727-HSA [12], переименованного в 
pPH727-artHSA. В составе плазмид серии pPH727 
экспрессия генов фосфолипазы находилась под 
контролем промотора АОХ1 дрожжей K. kurtzmanii.

Гель-электрофорез белков культуральной 
жидкости

Электрофорез белков культуральной жидко-
сти дрожжей проводили в 15%-ном полиакрила-
мидном геле в восстанавливающих условиях с 
использованием системы Mini-PROTEAN Tetra 
Cell (BioRad, #165-8000), согласно инструкции. 
Использовали предокрашенные белковые марке-
ры (Pierce-26616).

Концентрирование белков из образцов КЖ 
осуществляли как было описано ранее [17].

Определение активности PLA2
Чашечный тест. Качественный анализ фер-

ментативной активности различных вариантов 
фосфолипазы А2 в образцах культуральной жид-
кости дрожжей проводили с использованием ча-
шечного теста.

Для выполнения теста в чашки Петри раз-
ливали среду следующего состава (мас.%): бак-
тоагар (214010, Becton, Dickinson and Compa-
ny, США) – 1,5; лецитин соевый (Lecigran 1000P,  
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Cargill, Германия) – 1; раствор 1М кальция хлори-
да (C-3882, Sigma Chemical CO, США) – 1; тритон 
Х-100 (37240, Serva, Германия) – 0,8; раствор 1М 
трис-HCl (pH 8,0) (Sigma, США) – 8. Приготовле-
ние этой среды проводили в следующем порядке. 
Соевый лецитин смешивали с расчетным количе-
ством воды и полученную суспензию обрабатыва-
ли диспергатором IKA T18 digital Ultra Turrax (Гер-
мания) на максимальных оборотах в течение 2 мин. 
Затем в диспергированную смесь вносили раство-
ры трис-HCl и тритона и добавляли агар. Получен-
ную суспензию перемешивали и стерилизовали пу-
тем автоклавирования. По  окончании автоклави-
рования раствор снова тщательно перемешивали, 
стараясь не допускать пенообразования, и охлажда-
ли до температуры +50 °C. В остуженный раствор 
вносили кальций, снова перемешивали и разливали 
по 25 мл на чашку Петри диаметром 90 мм. Чашки 
с полученной агаризованной тест-средой хранили 
при температуре +4 °C до ее использования.

Для выполнения анализа активности, исполь-
зуя подходящий стерильный инструмент, в агаре 
залитых чашек делали сквозные лунки диаметром 
3 мм и объемом 20 мкл. В сделанные лунки вноси-
ли равные объемы (по 15 мкл) исследуемых образ-
цов культуральной жидкости дрожжей. В качестве 
калибровочных стандартов использовали водные 
растворы фосфолипазы «DENAZYME PLA2» 
(Nagase Corporation) с известной активностью, на-
зываемой в данной работе «PLA2 Nagase».

Чашки инкубировали в термостате при тем-
пературе +50 °C до появления прозрачных зон 
подходящего размера. Чашки фотографировали. 
Размер зон исследуемых образцов сравнивали с 
размером зон калибровочных растворов «PLA2 
Nagase», и на основании сравнения производили 
количественную оценку активности фосфолипа-
зы А2 в каждом исследуемом образце.

Тест обладал высокой чувствительностью и раз-
решающей способностью и позволял регистриро-
вать активность в области от 1 ед/мл до 100 ед/мл.

Инструментальное определение активности 
на яичном желтке

Активность вариантов фосфолипазы А2 изме-
ряли с использованием рН-метра модели Mettler 
Toledo MP 220 pH Meter (Швейцария). Субстра-
том для измерения активности служил яичный 
желток, разбавленный деионизованной водой в 
соотношении 1 : 1.

Реакционная смесь содержала 400 мкл суб-
страта и 20 мкл тестируемого образца, содержа-
щего фосфолипазу А2. Смесь инкубировали в 

микропробирках при постоянной температуре 
+37 °C в термостате ТERMO 24 (БИОКОМ, Рос-
сия). Используя рН-метр, фиксировали начальное 
значение кислотности реакционной смеси сра-
зу после добавления образца дрожжевой куль-
туральной жидкости, содержащей фосфолипазу 
А2. Последующие измерения проводили в тече-
ние 1 ч через каждые 20 мин после начала реак-
ции. Измеренные значения ΔpH использовали для 
вычисления средней величины скорости реак-
ции ΔpH/мин. Активность PLA2 в образце куль-
туральной жидкости вычисляли, сравнивая сред-
нюю величину скорости реакции ΔpH/мин для 
опытного образца и для калибровочного раствора 
«PLA2 Nagase» с активностью 50 ед/мл.

Инструментальное определение активности 
в стандартных условиях с использованием 
рН-титратора

Для измерения активности вариантов фос-
фолипазы А2 в образцах культуральной жидко-
сти дрожжей инструментальным методом исполь-
зовали рН-титратор Mettler Toledo DL50 Graphix 
(Швейцария). Субстратом для измерения актив-
ности служил соевый лецитин. 

Готовили реакционную смесь следующего со-
става (мас.%): лецитин соевый – 1; раствора 1М 
хлорид кальция – 1; тритон Х-100 – 1. Для приго-
товления этой смеси соевый лецитин смешивали 
с расчетным количеством воды, раствора хлорида 
кальция и тритона. Полученную суспензию обра-
батывали диспергатором IKA T18 digital Ultra Tur-
rax при скорости 25 тыс. об./мин в течение 2 мин. 
Полученную мелкодисперсную смесь отстаивали, 
дожидаясь выхода пузырьков воздуха, и использо-
вали в течение 8 ч. Измерение активности прово-
дили при постоянной температуре +37 °C. рН-ста-
тирование осуществляли, фиксируя величину 
рН 7,0. Титрование производили с использовани-
ем раствора 0,05 М NaOH. Для построения кали-
бровочной кривой использовали калибровочные 
образцы «PLA2 Nagase» с известной активностью.

Разработка тестов для анализа активности PLA2
Для получения калибровочных данных в ча-

шечном тесте, а также при определении ак-
тивности PLA2 инструментальными метода-
ми использовали стандартные образцы «PLA2 
Nagase» с известной активностью. Содержа-
ние белка в коммерческом препарате «PLA2 Na-
gase», измеренное по методу Брэдфорда, соста-
вило 3,5 мг/мл. С учетом паспортных данных ак-
тивности образца (10000–12000 ед/мл) расчетное 
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значение удельной активности «PLA2 Nagase» в 
концентрате было принято равным 3000 ед/мг. 

Синтез структурного гена низкоактивной PLA2
Из источников информации известны два вари-

анта PLA2 S. violaceoruber [5, 8]. Из них PLA2 штам-
ма А-2688 характеризовалась высокой удельной ак-
тивностью, не менее 1000 ед/мг (http://wayback.ar-
chiveit.org/7993/20171031055659/https://www.fda.
gov/downloads/Food/IngredientsPackagingLabeling/
GRAS/NoticeInventory/UCM263914.pdf), тогда как 
опубликованная величина активности PLA2 штам-
ма 2917 составляла всего 170  ед/мг [5]. При этом 
информация об экспрессии и секреции в дрожжах 
раскрыта лишь для низкоактивного варианта [5].

В связи с тем, что целью работы являлся ва-
риант PLA2, обладающий одновременно эффек-
тивной секрецией и высокой активностью, пред-
ставлялось целесообразным в качестве отправной 
точки иметь контрольный образец фермента, об-
ладающего в полной мере хотя бы одним из двух 
качеств. В этой связи для синтеза была выбрана 
последовательность ДНК структурного гена pla2, 
кодирующего низкоактивный вариант белка PLA2 
штамма 2917 S. violaceoruber, способность к эф-
фективной секреции которого в дрожжах была 
продемонстрирована ранее [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При проектировании синтетического гена из 
последовательности ДНК были исключены все 
протяженные (> 4 нт подряд) поли-А и -Т участки, 
а также участки, содержащие известные последо-
вательности, встречающиеся в областях термина-
ции транскрипции дрожжевых генов [18, 19]. Так-
же при проектировании гена предпочтение отда-
валось компромиссным кодонам, наиболее часто 
встречающимся в высокоэкспрессируемых генах 
одновременно E. coli и дрожжей [20, 21]. На завер-
шающем этапе из последовательности синтетиче-
ской ДНК были исключены некоторые сайты ре-
стрикции. В составе результирующего фрагмен-
та ДНК структурному гену PLA2 предшествовала 
нуклеотидная последовательность, кодирующая 
короткий линкерный дипептид SerGly, облегчаю-
щий процессинг секретируемого белка (рис. 1).

Низкоактивная PLA2 эффективно 
продуцируется в дрожжах. Влияние лидеров 

С целью экспрессии в клетках S. cerevisiae и 
K. kurtzmanii синтезированный ген pla2 был клони-
рован в векторах серии pPDX3 и pPH727 под кон-
тролем промоторов GAL1 и AOX1, соответственно. 
Помимо промоторных областей векторы указанных 

Рис. 1. Последовательность синтетического фрагмента ДНК, включающего структурный ген фосфолипазы A2. Под-
черкнуты концевые сайты BamHI и XhoI. Жирным шрифтом выделена последовательность N-концевого линкерно-
го дипептида SerGly

Fig. 1. Synthetic DNA fragment enclosing the phospholipase A2 structural gene. The end sites BamHI and XhoI are under-
lined. The N-terminal linker sequence sequence SerGly is highlighted in bold type
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серий содержали последовательности ДНК, коди-
рующие лидерные последовательности preF, matFF, 
preFFF, matH и matHH, включающие нативный 
(pre, MRFPSIFTAVLFAASSALA) или модифициро-
ванный (mat, MRFPSIFTAVLFAAPAALG) сигналь-
ные пептиды α-фактора дрожжей S. cerevisiae и 
одиночные, удвоенные или утроенные прообласти 
α-фактора (F) или белка Hsp150 (H) дрожжей S. cer-
evisiae [22]. Во всех случаях (кроме preF*) лидер-
ные последовательности обеспечивали секрецию 
в дрожжах зрелых производных PLA2, на N-конце 
которых содержался линкерный дипептид SerGly 
(рис.1). В конструкции preF* из состава синтезиру-
емого белка линкерный дипептид был удален. В ре-
зультате проведенного клонирования были получе-
ны экспрессионные плазмиды, которые позволили 
провести скрининг и отобрать лидерные после-
довательности, способные направлять секрецию 
PLA2 с наибольшей эффективностью.

С целью анализа секреции PLA2 сконструи-
рованные плазмиды были введены в клетки ре-
ципиентных штаммов дрожжей β-0 S. cerevisiae и 
Y727his4Δ K. kurtzmanii, и полученные трансфор-
манты были выращены в условиях галактозной и 
метанольной индукции, соответственно.

Проведенный анализ культуральной жидко-
сти (КЖ) трансформантов (5 мкл КЖ трансфор-
мантов S. cerevisiae и 50 мкл КЖ трансформантов 
K. kurtzmanii) подтвердил высокий уровень секре-
ции PLA2 в клетках обоих видов дрожжей (рис. 2). 
Согласно оценке, при культивировании в колбах 
уровень продукции PLA2 в дрожжах S. cerevisiae 
достигал 250 мг/л, что определялось высокой ко-
пийностью репликативных векторов, содержав-
ших ген PLA2. Столь высокий уровень экспрессии 
в сочетании с отсутствием заметного лизиса кле-
ток следовало расценивать как следствие низкой 
токсичности данного варианта PLA2 для клеток 
дрожжей. Следует также отметить, что использо-
вание в составе секретируемого белка линкерного 
дипептида способствовало увеличению эффектив-
ности созревания и секреции PLA2 в клетках дрож-
жей (сравнить дорожки preF* и preF на рис. 2a).

При этом, как и следовало ожидать [5], в КЖ 
трансформантов S. cerevisiae и K. kurtzmanii PLA2 
обнаруживался в негликозилированной и гликози-
лированной 1-кратно и 2-кратно формах (рис. 2a), 
причем соотношение между гликоформами PLA2 
не было постоянным, а изменялось, в зависимости 
от выбора лидерного полипептида и от вида дрож-
жей. Так, например, на рис. 2a видно, что в дрож-
жах S. cerevisiae при использовании мономерных 
прообластей (preF и matH) в спектре гликоформ 

PLA2 преобладали дважды гликозилированные 
формы (2х), а увеличение размерности прообла-
стей (matFF, preFFF, matHF и matHH) вызывало пе-
рераспределение PLA2 в пользу менее гликозили-
рованных форм (ng и 1х). В то же время в дрожжах 
K. kurtzmanii влияние лидерных областей на рас-
пределение PLA2 между различными гликоформа-
ми практически не проявлялось (рис. 2a, справа).

Анализ активности PLA2 в образцах КЖ транс-
формантов, выполненный с использованием рН-ти-
тратора (рис. 2b) или чашечного теста (рис. 2c), по-
казал, что наибольшей эффективностью в обоих 
видах дрожжей обладал лидер matHH. При этом 
активность PLA2 в образцах КЖ соответствую-
щих трансформантов S. cerevisiae составляла около 
50 ед. С учетом ранее данной оценки уровня секре-
ции белка (до 250 мг/л), специфическая активность 
PLA2 в КЖ трансформантов S. cerevisiae оцени-
валась в 200 ед/мг, что близко к активности PLA2, 
синтезированной в K. pastoris (170 ед/мг) [5].

Как показывают данные, приведенные на 
рис. 2, результаты измерения активности (рис. 2b 
и 2c) хорошо коррелировали с общим уровнем 
секреции PLA2, но не с соотношением ее глико-
форм (рис. 2a), что может служить косвенным 
подтверждением ранее сделанного вывода об от-
сутствии влияния углеводных модификаций на 
активность данного варианта PLA2 [6].

В то же время измерения активности полу-
ченных образцов, выполненные с использовани-
ем яичного желтка, в том числе с использованием 
различных концентраций кальция, показали прак-
тически полную неспособность PLA2 осущест-
влять гидролиз данного субстрата. К числу воз-
можных причин такого результата может быть от-
несена зависимость активности PLA2 от состава 
субстратной смеси, например, от присутствия в ее 
составе  тритона Х-100, не используемого при из-
мерении активности на яичном желтке.

Полученный результат являлся критически важ-
ным, поскольку означал невозможность эффектив-
ного промышленного использования PLA2 для улуч-
шения эмульгирующих свойств яичного желтка или 
для дегуммирования растительных масел, не допу-
скающих применения тритона Х-100. Становилась 
очевидной необходимость модификации фермента.

Исходя из заключения о том, что высокий уро-
вень экспрессии текущего варианта PLA2 бази-
ровался на его низкой токсичности для клеток 
дрожжей, следовало ожидать, что модификации 
будут сопровождаться увеличением токсичности 
и, как следствие, снижением секреции. Поэтому 
в дальнейшем для оценки модифицированных 
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вариантов PLA2 в качестве организма-хозяина 
использовались дрожжи S. cerevisiae, продемон-
стрировавшие более высокий базовый уровень 
секреции, а лидерным полипептидом служил наи-
более эффективный вариант matHH. 

Инактивация сайтов N-гликозилирования. 
Оценка влияния углеводных модификаций на 
активность и секрецию PLA2

Как уже говорилось, полученные результаты, 
в том числе [5], свидетельствовали об отсутствии 
влияния углеводных модификаций на активность 

PLA2. В то же время эффект мог опосредовать-
ся субстратом и затрагивать иные физико-хи-
мические свойства PLA2 (термостабильность, 
рН-оптимум и т.п.). Оставалось неизвестным, ка-
кие именно сайты в составе PLA2 подвергались 
углеводной модификации, а наличие трех гли-
коформ затрудняло оценку секреции и специфи-
ческой активности целевого белка. Прояснение 
данных вопросов требовало целенаправленной 
инактивации сайтов N-гликозилирования и полу-
чения полностью негликозилированного вариан-
та PLA2 (PLA2ng).

100

ММ

a

b

c

preFpreF
preF*

Saccharomyces cerevisiae Komagataella kurtzmanii 

matFFmatFF matHmatH
matHH

matHH
matHF preFFFpreFFF К–К–

%

80

60

40

20

0

PL
A

2

2x
1x

ng

Рис. 2. Влияние лидерных последовательностей на секрецию и специфическую активность PLA2 в КЖ дрожжей, 
оцененную инструментальным методом (a, b) и с помощью чашечного теста (c). a – электрофореграмма образцов: 
М – маркеры молекулярной массы белков, К – отрицательный контроль, стрелками показаны негликозилированная 
(ng) и гликозилированные 1-кратно (1х) и 2-кратно (2х) изоформы PLA2; b – гистограмма относительных средне
арифметических значений активности PLA2 в КЖ дрожжей (за 100% принята активность PLA2 в образцах matHH). 
Стандартное отклонение показателей активности PLA2 в образцах S. cerevisiae не превышало 10%, а в образцах 
K. kurtzmanii – 25% относительно среднеарифметических значений. 

Fig. 2. The influence of the leader sequences on the secretion and specific activity of PLA2 in the yeast cell culture fluid eval-
uated by instrumental method (a, b) and by plate test (c). a – electrophoregram of samples: M – markers of molecular weight 
of proteins, K – negative control, arrows show non-glycosylated (ng) and glycosylated 1-fold (1x) and 2-fold (2x) isoforms 
of PLA2; b – histogram of the relative arithmetic mean values of the activity of PLA2 in yeast (activity of PLA2 in samples 
matHH was taken as 100%). The standard deviation of indicators of activity of the PLA2 in the samples S. cerevisiae did not 
exceed 10%, and in K. kurtzmanii samples – 25% relative to arithmetic means.
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На основании данных рентгеноструктурно-
го анализа [23] с целью инактивации отдельных 
потенциальных сайтов N-гликозилирования были 
сконструированы следующие мутантные вариан-
ты PLA2:

                                         Инактивированый 
                                                           сайт 

PLA2(N29Q) и PLA2(S31A) ……….N29QS(#1)
PLA2(N80Q) и PLA2(S82A) ……….N80KS(#2)
PLA2(N108Q) ………………………N108ST(#3)

Мутантные гены были получены с использо-
ванием сайт-направленного ПЦР-опосредован-
ного мутагенеза и экспрессированы в дрожжах 
S. cerevisiae и K. kurtzmanii аналогично базовому 
варианту PLA2. Секреция мутантных PLA2 на-
правлялась лидером matHH. Результаты анализа 
секреции и оценки активности мутантных произ-
водных PLA2 в сравнении с исходным вариантом 
PLA2 (WT) показаны на рис. 3. На дорожки был 
нанесен суммарный белок из 5 мкл КЖ трансфор-
мантов S. cerevisiae и из 50 мкл КЖ трансформан-
тов K. kurtzmannii.

Как показали данные электрофореза (рис. 3a), 
профиль N-гликозилирования исходной немоди-
фицированной PLA2 в дрожжах S. cerevisiae и 
K. kurtzmanii полностью совпадал: в обоих случа-
ях очевидное изменение состава гликоформ вызы-
вали мутации в сайтах N29QS(#1) и N108ST(#3), но 
не N80KS(#2). Это однозначно свидетельствовало 

о том, что только сайты N29QS(#1) и N108ST(#3), 
но не N80KS(#2) подвергались мажорному N-гли
козилированию в дрожжах S. cerevisiae и K. Kurtz-
manii. В то же время глубокое контрастирование 
электронных фотографий полученных электро-
фореграмм свидетельствовало о возможности ми-
норного гликозилирования сайта N80KS(#2).

Следует заметить, что, хотя ни одна из пяти 
сконструированных мутаций, в том числе вызвав-
ших изменение профиля гликозилирования, прак-
тически не влияла на уровень секреции PLA2 в 
дрожжах S. cerevisiae и K. Kurtzmanii (рис. 3a), 
две из пяти замен (N29Q и N80Q) опосредовали 
заметное снижение специфической активности 
мутантных белков, при этом указанное снижение 
активности в меньшей степени проявлялось в об-
разцах K. kurtzmanii по сравнению с образцами 
S. cerevisiae (рис. 3b).

Основываясь на полученных данных, в со-
став полностью негликозилируемого варианта 
PLA2ng были включены мутации во всех трех 
сайтах S31A, S82A, N108Q. Анализ экспрессии 
PLA2ng в дрожжах S. cerevisiae и K. kurtzmanii по-
казал, что подобно одиночным мутантам тройной 
мутант PLA2ng не имел существенных особенно-
стей в уровне экспрессии и специфической актив-
ности, в том числе на яичном желтке, по сравне-
нию с исходным гликозилированным вариантом 
PLA2 (см. ниже).

Однако, при этом полностью негликозилиру-
емый тройной мутант PLA2ng был более удобен 

Рис. 3. Анализ секреции (a) и оценка активности (b) мутантных производных PLA2, содержащих инактивированные 
сайты N-гликозилирования (N29Q, S31A, N80Q, S82A, N108Q). 1, 2 – образцы КЖ от независимо полученных клонов 
соответствующих трансформантов. WT – исходный (немутантный) вариант PLA2. Остальные обозначения см. рис. 2

Fig. 3. Secretion analysis (a) and activity assessment (b) of mutant PLA2 derivatives containing inactivated N-glycosylation 
sites (N29Q, S31A, N80Q, S82A, N108Q). 1, 2 – samples of cell culture fluid from independently derived clones of the 
respective transformants. WT – original (non-mutant) variant of PLA2. Other designations see in Fig. 2.
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для выполнения электрофоретического анализа 
производных PLA2 и оценки функциональной 
роли последующих модификаций.

Анализ замен S46T и L121(FG)
Исследования, результаты которых представ-

лены в предыдущих разделах, касались анализа 
гликозилирования, секреции и активности низ-
коактивного и нетоксичного варианта PLA2, экс-
прессия которого в дрожжах была показана ранее 
[5]. Вместе с тем за рамками исследований оста-
вался альтернативный высокоактивный вариант 
PLA2 [8], составляющий основу коммерческого 
ферментного препарата «PLA2 Nagase» (Nagase 
Corporation). Во избежание путаницы этот вари-
ант был назван нами PLA22. 

Согласно опубликованным данным [5, 8], 
PLA22 отличался от PLA2 двумя аминокислот-
ными заменами S46T и L121(FG), локализован-
ными в центральной и терминальной С-концевой 
частях белка, соответственно. При этом о потен-
циальном участии остатка треонина-46 в стаби-
лизации активной конформации свидетельство-
вали результаты рентгеноструктурного анализа 
белка [23], а высокий консерватизм дипептида FG 
отмечался при сравнительном анализе последова-
тельностей грибных PLA2 [24 ].

Для того чтобы уточнить функциональную 
роль каждой из указанных мутаций, были скон-
струированы и экспрессированы в дрожжах S. cer-
evisiae и K. kurtzmanii соответствующие произво-
дные PLA2, содержащие одиночные мутации S46T 
или L121(FG). В результате было показано, что за-
мена остатка серина на остаток треонина в позиции 
46 не оказывала влияния на секрецию и/или актив-
ность PLA2 в дрожжах (данные не приведены).

В то же время следствием замены L121(FG) 
в составе PLA2 (PLA22) стали многочисленные 
эффекты, в том числе и не относящиеся к секре-
ции белка в дрожжах: 1) затруднения в получении 
трансформантов и наработке плазмидной ДНК в 
E. Coli; 2) снижение выхода трансформантов при 
использовании реципиентных штаммов дрожжей, 
допускающих «протекание» промотора; 3) лизис 
дрожжей, осуществляющих экспрессию фосфо-
липазы А2 (при практически недетектируемом 
уровне продукции белка). В последнем случае 
наличие клеточного лизиса не позволяло одно-
значно соотнести активность белка в КЖ с про-
цессом его активной секреции. Совокупность пе-
речисленных эффектов была интерпретирована 
как проявление чрезвычайно высокой токсично-
сти ферментов, содержащих С-концевую замену 

L121(FG), для клеток E. coli и дрожжей. На этом 
основании дальнейшая разработка дрожжевых 
продуцентов PLA22 (и PLA22ng) представлялась 
нецелесообразной.

Таким образом, с точки зрения получения и по-
следующего использования дрожжевых продуцен-
тов, варианты PLA2 и PLA22 не представляли ин-
тереса для последующей разработки, в связи с про-
явлением полярных несбалансированных свойств:

– варианты PLA2 и PLA2ng характеризова-
лись высокой эффективностью секреции и низкой 
токсичностью, однако обладали низкой удельной 
активностью и были неспособны эффективно ги-
дролизовать фосфолипиды яичного желтка; 

– варианты PLA22 и PLA22ng являлись высо-
котоксичными ферментами и характеризовались 
крайне низким уровнем продукции в дрожжах.

Следующим шагом исследования стала по-
пытка осуществить модификацию и получить оп-
тимальный вариант PLA22, обладающий компро-
миссными характеристиками активности, токсич-
ности и эффективности секреции.

Анализ секреции и активности 
модифицированных вариантов PLA2

В соответствии с заявленным направлением 
исследований, в число рассматриваемых вариан-
тов были включены обратимые (действующие на 
этапе биосинтеза и секреции) и необратимые (по-
стоянные) модификации PLA22. Образцами об-
ратимых модификаций служили природные N- 
и/или С-концевые прообласти грибных PLA2 [24]. 

В частности, в числе модификаций PLA22 рас-
сматривались процессируемые и непроцессируе-
мые N- и С-концевые удлинения (N- и С-конце-
вые прообласти), в том числе N-гликозилируемые, 
а также С-концевые замены FG=>YG и FG=>WG. 
В ряде случаев функцию прообластей опосредо-
вали цельные белки, например сывороточный 
альбумин человека или варианты интеинов. 

В качестве механизмов активации обрати-
мо-модифицированных PLA22 были использованы 
следующие процессы: 1) внутри- или внеклеточ-
ный процессинг, в том числе под действием проте-
иназы клеточной стенки Yps1 in vivo или трипсина 
in vitro; 2) дегликозилирование in vitro с использо-
ванием дегликозидаз Endo F и PNGase F; 3) инте-
ин-зависимый N- и С-концевой процессинг; 4) раз-
личные комбинации перечисленных процессов.

В результате проведенных исследований из чис-
ла N-концевых модификаций не было выявлено ни 
одного отвечающего запросу варианта. В то же время 
наилучшие перспективы обнаружили два варианта  
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необратимых С-концевых модификаций: С-кон-
цевая замена FG=>YG и С-концевое удлинение 4 
(С4-удлинение и PLA22[С4]) (рис. 4). Указанные 
модификации вводились в состав гликозилирован-
ной PLA22 и негликозилированной PLA22ng, и со-
ответствующие гены экспрессировались в дрожжах 
S. cerevisiae аналогично предыдущим вариантам.

Как показали полученные результаты, уро-
вень секреции модифицированных ферментов 
PLA22[YG], PLA22[С4], PLA22ng[С4] был чрез-
вычайно высок и практически не уступал низкоак-
тивным вариантам (рис. 5a и 5b). В то же время их 
специфическая активность в 10–20 раз превышала 
показатели низкоактивных PLA2 и PLA2ng (рис. 5c).

Рис. 4. Аминокислотные последовательности С-концевых областей исходного варианта PLA22 и двух наиболее пер-
спективных модифицированных вариантов. Полужирным шрифтом выделены С-концевые модификации 

Fig. 4. Amino acid sequences of the C-terminal regions of the original version of PLA22 and the two most promising modi-
fied variants. C-terminal modifications are bold

Рис. 5. Характеристики модифицированных PLA2: a – электрофорез образцов КЖ, содержавших модифицированные PLA2, 
b – относительный уровень секреции, %, c – активность, измеренная в присутствие Тритона Х-100, %, d – относительная ак-
тивность, измеренная на яичном желтке с добавлением 10 мМ Ca2+, %. На рисунках b, с и d за 100% были приняты соответ-
ствующие показатели варианта #190. Активность на яичном желтке относительно активности в стандартных условиях (при-
сутствие Тритона Х-100) не превышала 16%. М – маркер молекулярной массы белков. Производные низкоактивной PLA2 
(коричневые столбики) [5]: #20 – PLA2 (исходный), `#126 – PLA2ng. Производные высокоактивной PLA2 (зеленые столби-
ки) [8]: #190 – PLA22[C4], #191 – PLA22ng[C4], #192 – PLA22ngT46S[C4], #101 – PLA22[YG]. Стандартные отклонения по-
казателей активности и секреции производных PLA2 не превышали 15% относительно среднеарифметических значений 

Fig. 5. The characteristics of the modified PLA2: a – electrophoresis of cell culture fluid samples containing modified PLA2; b – 
relative secretion level, %; c – activity measured in the presence of Triton X-100, %; d – relative activity measured on egg yolk with 
the addition of 10 mm Ca2+, %. In figures b, c and d, the corresponding values for variant #190 were taken as 100%. The activity 
on the egg yolk relative to the activity under standard conditions (the presence of Triton X-100) did not exceed 16%. M – marker 
of molecular weight of proteins. Derived low-level PLA2 (brown bars) [5]: #20 – PLA2 (native), `#126 – PLA2ng. Derivatives of 
highly active PLA2 (green bars) [8]: #190 – PLA22[C4], #191 – PLA22ng[C4], #192 – PLA22ngT46S[C4], #101 – PLA22[YG]. 
Standard deviations of activity and secretion of PLA2 derivatives did not exceed 15% relative to the arithmetic mean values
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Таким образом, в результате С-концевых мо-
дификаций сконструированные ферменты со-
хранили способность к эффективной секреции в 
дрожжах, и в то же время их специфическая ак-
тивность возросла более, чем на порядок, вплот-
ную приблизившись к показателю «PLA2 Na-
gase». Тем самым полученные модифициро-
ванные варианты, безусловно, приближались к 
заявленным целям разработки.

В то же время, будучи высокоактивными, мо-
дифицированные ферменты секретировались 
крайне эффективно и при этом не вызывали за-
медления роста клеток и заметного клеточного 
лизиса (рис. 5), т.е. проявляли себя подобно низ-
коактивным PLA2 и PLA2ng. Другим отличием от 
высокоактивной «PLA2 Nagase» являлась зависи-
мость активности модифицированных ферментов 
от добавки экзогенного кальция. Так, например, 
при измерении на яичном желтке препарат «PLA2 
Nagase» обнаруживал высокую активность даже 
в отсутствие добавок кальция, в то время как мо-
дифицированные PLA22[С4] и PLA22ng[С4], а 
также PLA2 и PLA2ng в этих условиях показы-
вали строго нулевую активность. С другой сторо-
ны, в присутствие 10 мМ кальция на желтке на-
блюдалась мощная активация модифицирован-
ных PLA22[С4] и PLA22ng[С4] (до 20% от уровня 
активности в рН-титраторе), тогда как PLA2 и 
PLA2ng сохраняли прежнюю, практически ну-
левую активность, а PLA22[YG] активировалась 
крайне незначительно (рис. 5d).

Эти результаты указывали на существенные 
отличия высокоактивных модифицированных 
PLA22[С4] и PLA22ng[С4] от высокоактивной 
«PLA2 Nagase». В попытках прояснить приро-
ду этих отличий, было проведено сравнение кон-
стант диссоциации кальция КD модифицирован-
ных ферментов и «PLA2 Nagase» (рис. 6).

В результате проведенных измерений зна-
чение КD «PLA2 Nagase» составило 4,7 мМ, 
что соответствовало опубликованным величи-
нам (4,5 мМ при 25 °C и 5,3 мМ при 35 °C) [8]. 
В то же время КD модифицированных ферментов 
PLA22[С4], PLA22ng[С4] и PLA22[YG] оказался 
примерно в 2 раза выше: 10,2; 9,5 и 8,1, соответ-
ственно (рис. 6).

Анализ полученных данных позволил пред-
положить, что в условиях конкуренции с клеточ-
ными фосфолипидами и фосфолипидами яично-
го желтка за связывание кальция снижение срод-
ства могло опосредовать эффект вымывание 
кальция из активного центра модифицированных 
ферментов и, как следствие снижение их актив-
ности. В соответствии с альтернативной интер-
претацией С-концевые модификации могли вы-
зывать снижение активности ферментов за счет 
усиления их ингибирования продуктами реак-
ции. Результатом любого из этих сценариев мог-
ло стать резкое снижение активности и токсич-
ности модифицированных PLA22, что привело к 
значительному улучшению их секреции в дрож-
жах и одновременно к заметному ухудшению их 

PLA2 Nagase y = 0,1485+0,0317 
R2=0,9905
y = 0,1694+0,0166 
R2=0,9819

y = 0,1896+0,0199 
R2=0,9802
y = 0,1601+0,0198 
R2=0,9845

PLA22[C4]

PLA22ng[C4]

PLA22[YG]

0,2

0,1

0,0–0,2 0,2 0,4

1/[Ca2+]

1/A

0,6 0,8 1,0

Рис. 6. Зависимость активности модифицированных вариантов PLA2 и «PLA2 Nagase» от концентрации ионов каль-
ция. Зависимости представлены в обратных координатах 1/А и 1/[Ca2+] 

Fig. 6. The dependence of the activity of modified versions of PLA2 and «PLA2 Nagase» on the concentration of calcium 
ions. The dependences are represented in the inverse coordinates 1/A and 1/[Ca2+]
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потребительских характеристик. Выбор между 
этими двумя моделями требует проведения до-
полнительных исследований.

Тем не менее, полученные результаты свиде-
тельствуют о том, что модифицированные фермен-
ты обладают способностью к чрезвычайно эффек-
тивному биосинтезу в клетках дрожжей и к много-
кратной активации ионами кальция, вносимыми в 
состав реакционных смесей. В этой связи, модифи-
цированные PLA2, безусловно, могли бы использо-
ваться в отраслях промышленности, допускающих 
создание условий для реализации их активности.
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Abstract–The capacity of yeast to produce the highly active variants of PLA2 has been confirmed. 
The high-active variants were based on the original enzyme from the strain А-2688 of Streptomyces 
violaceoruber. To reduce the enzyme toxicity and to increase its expression, various approaches were 
tested including point mutations, construction of artificial N- and/or C-end pro-regions, hybridization with 
other proteins and engineering or inactivation of glycosylation sites. As a main result, the modified PLA2 
enzymes were obtained which have the same secretion level as their low-active predecessors, but specific 
activity of which was at least tenfold higher. As the main feature, the selected mutants were characterized 
by a lower affinity for Ca2+ that probably accounts for their low toxicity (and high expression capacity) 
at the stage of biosynthesis and their ability to activate under special conditions, e.g. during the egg yolk 
fermentation. The data obtained can provide a basis for the cost reduction of highly active PLA2 enzyme 
preparations in industries where the application of high calcium concentrations is allowed.
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