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Фитат (мио-инозитол-1,2,3,4,5,6-гексакисфос-
фат) является основной формой хранения фос-
фора в зерновых, бобовых, семенах масличных, 
орехах [1]. Животные с однокамерным желуд-
ком не способны усваивать фитатный фосфор [2]. 
Кроме того, фитаты являются антипитательны-
ми агентами, они образуют нерастворимые ком-
плексы с белками и ионами металлов, такими как 
кальций, медь, цинк, и таким образом снижают 
биодоступность питательных веществ [3].

Фитазы (мио-инозитол-гексакисфосфат-фос-
фогидролазы) гидролизуют фитат до неоргани-
ческого фосфата и фосфорилированных произ-
водных мио-инозитола и с успехом используются 

в качестве кормовой добавки, значительно повы-
шая усвоение фосфора [4]. Они широко распро-
странены в природе, встречаются в растениях, 
микроорганизмах и животных [5]. 

В настоящее время фитазы получают микробио-
логическим путем с использованием рекомбинант-
ных штаммов-продуцентов, созданных, в частности 
на основе метилотрофных дрожжей Pichia pastoris. 
Данные дрожжи могут расти в простых средах, до-
стигая при этом очень высокой плотности культу-
ры. Они успешно используются для гетерологичной 
экспрессии генов под индуцибельным промотором 
AOX1 и способны продуцировать высокие уровни 
рекомбинантных белков, в том числе фитаз [6].

Список сокращений: а.о.– аминокислотные остатки; пн – пары нуклеотидов; ПЦР – полимеразная цепная реакция; CAI ‒ ин-
декс адаптации кодонов.

УДК 579.66

Н о ва я  р е ком б и н а н т н а я  ф и т а з а  и з  K o s a k o n i a  s a c c h a r i :  
ха р а кт е р и с т и ка  и  б и от ех н ол о г и ч е с к и й  п от е н ц и а л

© 2019   Т.Л. ГОРДЕЕВА1,*, Л.Н. БОРЩЕВСКАЯ1, А.Н. КАЛИНИНА1, Н.В. БУЛУШОВА1, 
С.П. СИНЕОКИЙ1, С.П. ВОРОНИН2, М.Д. КАШИРСКАЯ2

1ФГБУ «Государственный научно-исследовательский институт генетики и селекции промышленных 
 микроорганизмов Национального исследовательского центра «Курчатовский Институт» 
 (НИЦ «Курчатовский Институт» – ГосНИИгенетика), Москва, 117545
2ЗАО «Биоамид», Саратов, 410033

*e-mail: tatiana.gordeeva@mail.ru

Поступила в редакцию  07.06.2019 г. 
После доработки            25.06.2019 г. 
Принята к публикации  09.07.2019 г.

В качестве объекта в базе данных GenBank была выбрана последовательность ДНК из Kosakonia 
sacchari, которая по результатам автоматического компьютерного анализа предположительно 
соответствует гену, кодирующему кислую гистидиновую фитазу. Последовательность гена 
была оптимизирована по кодоновому составу, синтезирована, клонирована и экспрессирована 
в Pichia  pastoris. Для очищенного рекомбинантного фермента были определены основные 
характеристики. Оптимальное для работы фитазы значение рН – 4,5 и температуры – 50 °C. 
Значения удельной активности, константы Михаэлиса (Km) и максимальной скорости реакции (Vmax) 
в отношении фитата натрия составили 1470 ед/мг, 193 мкМ и 2167 мкМ∙мин-1∙мг-1, соответственно. 
Было показано, что фитаза характеризуется широким диапазоном рабочего интервала рН. Таким 
образом, новая рекомбинантная фитаза по своим характеристикам обладает достаточно высоким 
потенциалом для использования в агробиотехнологии.
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В зависимости от структуры фермента и меха-
низма катализа фитазы можно разделить на четыре 
класса: кислые гистидиновые фосфатазы, β-про-
пеллерные фитазы, цистеиновые и пурпурные 
кислые фосфатазы [7]. Однако в гастроэнтераль-
ном тракте животных наиболее эффективно ра-
ботают кислые гистидиновые фитазы. Ферменты 
этого класса были найдены как в бактериях, так и 
в грибах. Однако фитазы, выделенные из бактерий 
семейства Enterobacteriaceae, например, из таких 
его представителей, как Escherichia, Citrobacter, 
Yersinia, Buttiauxella, обладают наиболее ценны-
ми для промышленного использования свойства-
ми [8]. Кормовые препараты, содержащие фита-
зы бактерий семейства Enterobacteriaceae, стали 
коммерчески доступными сравнительно недавно 
(с 2013 г.) и выводятся на рынок по настоящее вре-
мя. Данные ферменты характеризуются высокими 
значениями удельной активности, каталитической 
эффективности и субстратной специфичности, а 
также устойчивостью к действию протеолитиче-
ских ферментов [8, 9]. Однако, условия для оп-
тимальной работы фитаз различаются, например 
рабочим интервалом температуры и рН. Наличие 
фитаз с разнообразными свойствами обеспечивает 
широкий выбор ферментов для конкретных задач 
кормопроизводства. Таким образом, актуальным 
остается поиск новых бактериальных фитаз с про-
мышленно-ценными характеристиками.

Кислые гистидиновые AppA-фитазы, выделен-
ные из бактерий, принадлежащих к семейству En-
terobacteriaceae, как правило, обладают промыш-
ленно-ценными свойствами и имеют высокий 
биотехнологический потенциал. Геном бактерий 
Kosakonia sacchari, принадлежащих к семейству En-
terobacteriaceae, содержит ДНК последовательность 
(NZ_FOAY01000005.1. (241623..242912)), кодиру-
ющую, предположительно, кислую гистидиновую 
фитазу, предсказанную в результате автоматическо-
го компьютерного анализа (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/nuccore/NZ_FOAY01000005.1?report=genbank).

Цель настоящей работы – экспрессировать в 
дрожжах P. pastoris ген, кодирующий фитазу из 
K.  sacchari, выделить и охарактеризовать полу-
ченный рекомбинантный белок.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА 

Реактивы
Триптон, пептон, дрожжевой экстракт, глюко-

за, глицерин были получены от компании «Диа-М» 
(Россия), все ферменты для молекулярных работ – 

от фирмы Fermentas (Литва), фитат натрия от Sig-
ma, (Швейцария), соли и другие реагенты – от 
фирмы «Химмед» (Россия). Все реактивы отече-
ственного производства марки хч или чда.

Штаммы и среды
Для стандартных генно-инженерных работ 

(конструирование плазмиды, наработка плазмид-
ной ДНК) использовали штамм E. coli XL-1 Blue 
(recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 
lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)]). Куль-
туру растили при 37 °С в среде LB (состав, г/л: 
триптон – 10; дрожжевой экстракт – 5; NaCl – 5; 
если необходимо, добавляли ампициллин (Sigma, 
США) в концентрации 100 мкг/мл).

Штамм Pichia pastoris ВКПМ Y-4334 (HIS4-) 
был получен из Всероссийской коллекции про-
мышленных микроорганизмов (ВКПМ). Культуру 
дрожжей Pichia pastoris растили при 30 °С на сре-
де YPD (состав, г/л: пептон – 20; дрожжевой экс-
тракт – 15; глюкоза – 20). Все плотные среды со-
держали агар в концентрации 20 г/л. 

Для отбора трансформантов P. pastoris ис-
пользовали минимальную среду М9 (состав, г/л: 
Na2HPO4 – 6; KH2PO4 – 3; NaCl – 0,5; NH4Cl – 1; 
MgSO4 7H2O – 0,65; CaCl2 – 0,111; агар – 20; вита-
мины, микроэлементы, глюкоза – 20). Состав ви-
таминов и микроэлементов приведен в [10].

Анализ нуклеотидной и аминокислотной 
последовательностей

Гомологичное выравнивание последовательно-
стей осуществляли с помощью программы BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Наличие 
лидерного пептида определяли с использованием 
сервера SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP-4.1/). Для построения и анализа трехмер-
ной модели фермента использовали сервер SWISS-
MODEL (http://swissmodel.expasy.org) и дан-
ные NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
cdd/wrpsb.cgi?RID=FEPKXPDG015&mode=all). 
Поиск сайтов для N-гликозилирования осущест-
вляли посредством данных сервера NetNGlyc 1.0  
(http:// www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

Оптимизация последовательности  
гена фитазы

В качестве исходной нуклеотидной последо-
вательности гена phyS, кодирующего фитазу из 
K.  sacchari, использовали ДНК последователь-
ность, приведенную в международной базе дан-
ных GenBank под номером NZ_FOAY01000005.1. 
(241623 … 242912).
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НОВАЯ РЕКОМБИНАНТНАЯ ФИТАЗА ИЗ Kosakonia sacchari

Оптимизированная последовательность гена 
phyS3-mod была разработана согласно частотам 
встречаемости кодонов в дрожжах P. pastoris [11]. 
Для дизайна полученной последовательности, 
анализа процентного содержания GC-пар и удале-
ние АТ-богатых областей использовали програм-
мы https://eu.idtdna.com/CodonOpt, https://www.
genscript.com/tools/rare-codon-analysis. Получен-
ная последовательность представлена в между-
народной базе данных GenBank под номером 
MN066164.

Конструирование экспрессионной 
интеграционной плазмиды и рекомбинантного 
штамма P. pastoris

Для конструирования плазмиды использова-
ли экспрессионный вектор pPIC9ά [12], содержа-
щий в своем составе индуцибельный промотор 
AOX1, сигнал секреции ά-фактор дрожжей S. cer-
visiae, селективный маркер HIS4. Ген с оптими-
зированным нуклеотидным составом phyS3-mod 
синтезировали методом [13] в НИЦ «Курчатов-
ский институт» – ГосНИИгенетика, (Россия). На 
5′- и 3′-концах нуклеотидной последовательности 
были предусмотрены сайты рестрикции EcoRI и 
NotI для клонирования в вектор pPIC9ά. Выделе-
ние хромосомной ДНК проводили с использова-
нием комплекта регентов для экспресс-выделения 
ДНК «ДНК-экспресс» («Синтол», Россия). Выде-
ление и очистку ПЦР-продуктов проводили с ис-
пользованием набора GeneJET Gel Extractin Kit 
#KO692 (Fermentas, Литва). Все стандартные ген-
но-инженерные манипуляции (обработка ДНК 
ферментами, лигирование, трансформация клеток 
E. coli) проводились в соответствии со сборником 
методик [14].

Полученную рекомбинантную плазмиду рас-
щепляли эндонуклеазой рестрикции BglII и 
трансформировали в клетки P. pastoris соглас-
но протоколу Kit #28662 (Invitrogen). Транс-
форманты отбирали по способности расти на 
минимальной среде М9 без источника гисти-
дина. Наличие интеграционной кассеты в со-
ставе хромосомы трансформантов определя-
ли методом ПЦР с использованием праймеров: 
PhyS3-mod-F (5′-tctggtaagtctgaaatgac-3′), PhyS3-
mod-R (5′-ttacaaaccacaagctgga-3′).

Ферментация рекомбинантных  
штаммов P. pastoris

Для получения инокулята штаммы выращи-
вали в течение 24 ч в жидкой питательной сре-
де YP (5 мл) с добавлением 20 г/л глюкозы. За-

тем полученным инокулятом засевали колбы со 
средой YP (50 мл), содержащей 10 г/л глицери-
на, в соотношении 1:10, и выращивали при 28 °С 
в течение 24 ч. Далее добавляли метанол в коли-
честве 1% каждые сутки в течение 3 дней. Отби-
рали аликвоту, клетки осаждали центрифугиро-
ванием, супернатант анализировали на наличие 
фитазной активности.

Выделение и очистка фитазы
Культуральную жидкость центрифугировали 

при g 14 000 в течение 5 мин. Для осаждения при-
месных белков к супернатанту добавляли равный 
объем 0,5М глицин-HCl буфера (рН 2,5) и выдер-
живали при 37 °С в течение 30 мин. Образец цен-
трифугировали при 14000 g в течение 10 мин, су-
пернатант очищали от остатков соли и низкомо-
лекулярных компонентов на установке Amicon 
(Merck, Германия) через мембрану с порогом от-
сечения 30 кДа и разбавляли в 5 раз 10 мМ на-
трий ацетатным буфером (рН 4,5). Полученный 
раствор наносили на катионообменную колон-
ку HiTrap SP 5мл (GE Healthcare, Швеция), пред-
варительно уравновешенную 10 мМ натрий аце-
татным буфером (рН 4,5). Элюцию осуществля-
ли линейным градиентом хлорида натрия (от 0 
до 1М за 30 объемов колонки) в том же буфере. 
Фракцию, вышедшую отдельным пиком и проя-
вившую фитазную активность, собирали и ана-
лизировали методом SDS-ПААГ электрофореза 
с использованием 12%-ного полиакриламидно-
го геля (камера для вертикального электрофоре-
за Mini-PROTEAN® Tetra фирмы Bio-Rad) с по-
следующим окрашиванием реактивом Coomassie 
brilliant blue R-250.

Концентрацию очищенного белка определя-
ли методом Бредфорд посредством набора фир-
мы «Диа-М», согласно инструкции, и бычьего 
сывороточного альбумина в качестве стандарта 
(«Диа-М»). Дегликозилирование фитазы прово-
дили с использованием фермента EndoH А 0810 
(Sigma) согласно прилагаемому протоколу.

Теоретический расчет молекулярной мас-
сы белка осуществляли посредством программы 
SnapGene (http://www.snapgene.com/). Реальную 
молекулярную массу белка определяли методом 
SDS-ПААГ-электрофореза.

Определение фитазной активности
Фитазную активность определяли по нако-

плению в реакционной смеси свободного фос-
фат-иона, детектируемого модифицированным 
методом Фиске-Субарроу [15]. 100 мкл раствора 
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фермента (супернатанта) инкубировали с 900 мкл 
раствора субстрата (2%-ный фитат натрия в 
0,2 М ацетатном буфере), рН 4,0, при 37 °С в те-
чение 30  мин. Количество освобожденного не-
органического фосфата анализировали, добав-
ляя 1000 мл красящего реагента (свежеприготов-
ленной смеси, состоящей из четырех объемов 
1,5%-ного молибдата аммония в 5,5%-ной (об.) 
серной кислоты и 1  объема 2,5%-ного водного 
раствора сульфата железа (II)), и измеряя опти-
ческую плотность раствора при 700 нм на спек-
трофотометре Versamax reader (Molecular Devices, 
Sunnyvale, USA). За единицу фитазной активно-
сти принимали количество фермента, способно-
го высвободить из фитата натрия 1 мкмоль/мин 
неорганического фосфата.

Определение свойств и кинетических 
характеристик фитазы

Для определения рН-профилей активности и 
стабильности фермента использовали следующие 
0,2 М буферные растворы: глицин-HCl (рН  2,0–
3,5), Na-ацетатный (рН 4,0–5,5) и трис-HCl 
(pH 6,0–8,0). Устойчивость фитазы к действию рН 
определяли путем выдерживания фермента в бу-
ферных растворах в интервале рН от 2,0 до 7,0 в 
течение 2 ч и при температуре 37 °C.

Для определения температурного оптимума 
ферментативная активность измерялась в интер-
вале температур от 30 °C до 70 °C. Термостабиль-
ность определялась как остаточная активность 
после инкубации фермента при 50, 60, 70, 80 °C 
в течение 10 мин. Устойчивость к протеолитиче-
ским ферментам была изучена путем инкубиро-
вания фитазы в течение 2 ч в 0,1%-ном раство-
ре пепсина (Sigma) при рН 2 и 0,1%-ном растворе 
трипсина (Sigma) (рН 7) при 37 °С с последую-
щим измерением остаточной активности.

Влияние ионов металлов (K+, Co2+, Ca2+, Mg2+, 
Cu2+, Mn2+, Fe2+, Ni2+, Li2+) и других реагентов 
(SDS, ЭДТА) на ферментативную активность ис-
следовали путем добавления указанных веществ 
в реакционную смесь до конечной концентрации 
1 мМ. Кинетические параметры определялись по 
зависимости скорости реакции от концентрации 
субстрата с последующей линеаризацией в коор-
динатах Лайнуивера-Берка. Реакцию проводили в 
0,2 М ацетатном буфере, рН 4,5 при 37 °C в ин-
тервалах времени от 2 до 15 мин, используя рас-
творы фитата натрия с различной концентраци-
ей от 0,10 до 1,25 мМ в качестве субстрата. Все 
эксперименты проводились независимо в трех 
повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ аминокислотной последовательности 
фитазы PhyS3 из K. sacchari

Анализ аминокислотной последовательно-
сти PhyS3 (GenBank: WP_083416285.1) на ос-
новании множественного выравнивания, прове-
денный с использованием информационных ре-
сурсов базы данных NCBI, позволили выявить 
N-концевой (RHGVRAP) и С-концевой (HD) кон-
сервативные мотивы, характерные для актив-
ного центра фитаз семейства кислых гистиди-
новых фосфатаз (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Structure/cdd/wrpsb.cgi?RID=FEPKXPDG015&-
mode=all). Пространственная структура трехмер-
ной модели фитазы PhyS3 была предсказана с 
помощью сервера SWISS-MODEL на основании 
наиболее гомологичной (75,12%) структуры фи-
тазы из Citrobacter braakii (https://swissmodel.ex-
pasy.org/templates/3zhc.1). Ближайшим фермен-
том, с точки зрения аминокислотной гомологии 
(74,71%), является фитаза C. freundii (GenBank: 
WP_135911757.1). Аминокислотная гомология с 
фитазой E. coli (GenBank: WP_077392460.1) со-
ставляет 63,06%.

Согласно результатам, полученным с исполь-
зованием сервера SignalP, в фитазе PhyS3 пред-
полагалось наличие сигнального пептида, состо-
ящего из 19 аминокислотных остатков. Таким 
образом, размер зрелой части белка составил  
407 а.о.

Оптимизация и клонирование гена phyS  
в экспрессионный вектор pPIC9ά

Оптимизация кодонов широко и успешно ис-
пользуется для улучшения уровня экспрессии ге-
терологичных белков в различных штаммах-хо-
зяевах, в частности благодаря предотвращению 
потенциального истощения тРНК [16, 17]. После-
довательность нативного гена phyS (1224 пн), ко-
дирующая зрелую часть фитазы из K. sacchari, 
была оптимизирована с учетом частот встречае-
мости кодонов у эффективно экспрессирующихся 
генов в дрожжах P. pastoris [11].

Индекс адаптации кодонов CAI, являющий-
ся мерой адаптации последовательности гена к 
предпочтительным кодонам, часто использует-
ся для предсказания уровней экспрессии генов, в 
том числе гетерологичных [18]. Значение индек-
са CAI для оптимизированной ДНК последова-
тельности увеличилось с 0,59 до 0,92. Известно, 
что для генов с низким уровнем экспрессии ха-
рактерны низкие значения индекса CAI. Высокий  
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уровень экспрессии характерен для генов со зна-
чением индекса CAI ≥0,8 (https://www.genscript.
com/tools/rare-codon-analysis).

Для улучшения эффективности транскрипции 
гена фитазы содержание GC-пар было снижено с 
50,83 до 44,75 % [19]. Для предотвращения преж-
девременной терминации транскрипции АТ-бога-
тые участки были удалены путем использования 
вырожденных кодонов, включающих минималь-
ное количество аденина и тиамина.

Гомология оптимизированной ДНК последо-
вательности phyS3-mod с последовательностью 
нативного гена phyS составила 72,96%, что соот-
ветствовало результатам гомологичного выравни-
вания последовательностей в программе BLAST. 

Ген phyS3-mod был синтезирован и клони-
рован в интегративный экспрессионный вектор 
pPIC9ά [12] под контролем индуцибельного про-
мотора гена AOX1. Для секреции фермента в куль-
туральную жидкость в векторе предусмотрен сиг-
нальный пептид, представляющий пре-про-по-
следовательность ά-фактора дрожжей S. cervisiae. 
Была получена плазмида pPIC9ά-PhyS3-mod. 
Рестрикционный анализ и секвенирование пока-
зали, что экспрессионная плазмида сконструиро-
вана корректно (данные не приведены). 

Экспрессия фитазы в дрожжах P. pastoris
Различные варианты рекомбинации гетероло-

гичного гена оказывают влияние на эффективность 
экспрессии в дрожжах P. pastoris [20]. Таким об-
разом, в положительных трансформантах уровень 
экспрессии гена, кодирующего фитазу, определяли 
в процессе скрининга с использованием чашечно-
го теста [12]. Трансформанты выращивали на плот-
ной селективной среде, содержащей фитат кальция, 
и для дальнейшей работы отбирали наиболее про-
дуктивные трансформанты. Полученные трансфор-
манты культивировали в полной питательной среде 
YP в одну стадию с двумя этапами: наработка био-
массы и индукция синтеза рекомбинантного бел-
ка. Для фазы наработки биомассы в качестве един-
ственного источника углерода использовали глице-
рин, так как он способен эффективно усваиваться 
клетками P. pastoris, и в небольших количествах он 
не ингибирует работу промотора AOX1. Синтез ре-
комбинантного белка индуцировали метанолом.

Количественно продуктивность трансформан-
тов оценивали модифицированным методом Фи-
ске-Субарроу [15]. Штамм, показавший наиболь-
шую продуктивность после 72 ч индукции мета-
нолом, составившую 327 ед/мл, был отобран для 
дальнейшей работы.

Очистка рекомбинантного белка

Рекомбинантная фитаза PhyS3 была очищена в 
два этапа. На первом примесные белки осаждали 
путем подкисления культуральной жидкости до 
рН 2,5, что не оказывало влияния на фермент из-за 
его кислотоустойчивости. На втором этапе белок 
был очищен до электрофоретической однородно-
сти методом катионообменной хроматографии.

SDS-ПААГ-электрофорез в 12%-ном полиа-
криламидном геле показал, что очищенный белок 
представлен на геле широкой полосой с молеку-
лярной массой 50–55 кДа (рис.1), что выше теоре-
тически рассчитанного значения 44,6 кДа.

В дрожжах P. pastoris белки подвергаются 
посттрансляционным модификациям, в частно-
сти N- и O-гликозилированию [21]. Увеличение 
молекулярной массы фермента может являться 
следствием такого процесса. По данным сервера 
NetNGlyc 1.0 в аминокислотной последователь-
ности фитазы PhyS3 насчитывается пять потен-
циальных сайтов для N-гликозилирования, однако 
предсказывается, что с наибольшей вероятностью 
должны быть гликозилированы только три из них: 
N169, N201 и N314.

Обработка фермента эндогликозидазой Н по-
казала снижение молекулярной массы фитазы 

Рис. 1. SDS-ПААГ электрофорез очищенной фита-
зы PhyS3. М – маркер молекулярной массы (Thermo 
Scientific), 1 – очищенный фермент, 2 – очищенный 
фермент, обработанный EndoH. Справа обозначе-
ны полосы, соответствующие обработанному белку 
PhyS3 и ферменту EndoH

Fig. 1. SDS-PAGE of purified phytase PhyS3. M, 
molecular weight marker (Thermo Scientific), lane (1), 
purified enzyme, lane (2), purified enzyme, N-deglyco-
sylated by EndoH
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PhyS3 до значения близкого к теоретически рас-
считанному (рис. 1).

Таким образом, рекомбинантная фитаза PhyS3 
является N-гликозилированным белком. 

Свойства рекомбинантной фитазы
Удельная активность очищенного фермента 

PhyS3 составила 1470 ед/мг белка. Это значитель-
но выше, чем у применяющейся в промышленно-
сти фитазы из Aspergillus niger (100 ед/мг) [22], и 
сопоставимо со значениями удельных активностей 
таких известных коммерческих ферментов, как 
фитазы из E. coli (1800 ед/мг) [23], Peniophora lycii 
(864 ед/мг) [24], Buttiauxella sp. (1180 ед/мг) [25].

Для рекомбинантной фитазы были вычислены 
кинетические параметры гидролиза фитата натрия 
согласно методу Лайнуивера-Берка. Значение кон-
станты Михаэлиса (Km) составило 193±4,8  мкМ, 
что показывает высокое сродство данного фер-
мента к субстрату. Полученное значение меньше, 
чем у коммерчески доступных фитаз: из E.  coli 
(550 мкМ) [26], Buttiauxella sp. (360 мкМ) [25], 
Citrobacter braakii (460 мкМ) [27], но больше, чем 
у фитазы из Y. intermedia (125 мкМ) [28].

Максимальная скорость реакции (Vmax) для 
PhyS3 составила 2167 мкМ∙мин-1∙мг-1, что со-
поставимо с Vmax для рекомбинантной фита-
зы из Citrobacter  freundii (2380 мкМ∙мин-1∙мг-1) 
[21], превышает значение Vmax для Buttiauxella sp. 
(1390 мкМ∙мин-1∙мг-1) [25], но ниже, чем для фита-
зы из Citrobacter braakii (6027 мкМ∙мин-1∙мг-1) [27].

Была изучена активность рекомбинантной фи-
тазы при различных значениях рН и температуры 
(рис. 2).

Как видно из рис. 2, оптимальное значение 
рН для работы фермента наблюдалось при зна-
чении  4,5. Следует отметить, что фитаза PhyS3 
обладает достаточно широким диапазоном рабо-

чего интервала рН. Так, при рН 3,0 сохраняется 
более 50% фитазной активности, а при рН 5,5 – 
более 60%. Для сравнения, у коммерческой фи-
тазы Citrobacter  braakii сохраняется около 60% 
фитазной активности при рН 3,0, однако при 
рН 5,5 – менее 50% [27].

Как показали исследования, у бройлеров фи-
тазы должны быть наиболее активны в зобу 
(рН  4,0–5,0) и железистом желудке (рН 2,5–3,5) 
[29]. Значение рН пищеварительного тракта сви-
ней варьируется от 2,0 до 5,5, однако, наибольшее 
количество времени (от 2 до 5 ч) пища перевари-
вается при рН 4,0 [30].

Таким образом, способность фитазы PhyS3 
активно работать в широком интервале значений 
рН с оптимумом при 4,5 позволит ей эффективно 
гидролизовать фитат в гастроэнтеральном тракте 
животных.

Наибольшую активность фитаза проявляет в 
интервале температур от 40 до 55 ºС, с оптиму-
мом при 50 ºС, сохраняя около 80% фитазной ак-
тивности при 40 ºС (рис. 2b). Известно, что фи-
зиологическая температура свиней составляет 
около 39 ºС [31], а бройлеров 42 ºС [32]. Таким 
образом, предполагается, что фермент PhyS3 бу-
дет эффективно работать в организме животных.

Было изучено влияние рН и температуры на 
стабильность рекомбинантной фитазы, а также 
устойчивость к протеолитическим ферментам 
(рис. 3).

Эффект pН на активность PhyS3 был изучен 
инкубированием фермента в буферных растворах 
с различными значениями pН при 37 °C в течение 
2 ч. Фермент показал высокую устойчивость в ши-
роком диапазоне рН (рис. 3a). Значение остаточной 
фитазной активности менялось незначительно.

Фермент PhyS3 прогревали при различных 
температурах в интервале от 50 до 80 ºС в течение 
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Рис. 2. Активность фитазы PhyS3 при различных значениях рН (a) и температуры (b)
Fig. 2. Activity of phytase PhyS3 at various pH (a) and temperatures(b)
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10 мин. Как видно из графика на рис. 3b, фита-
за не обладает высокой термостабильностью. Она 
сохраняет около 30% фитазной активности по-
сле прогрева при 60 ºС, и практически полностью 
инактивируется при 70 ºС.

Известно, что большинство бактериальных 
фитаз не являются термостабильными и теряют 
значительную часть своей активности после про-
грева при высоких температурах [21]. Требование 
к фитазам по термоустойчивости обусловливает-
ся необходимостью кратковременного прогрева 
(5–10 мин) при повышенных температурах в про-
цессе приготовления кормов. Однако для термо-
чувствительных ферментов сейчас существуют 
альтернативные, более щадящие технологии, по-
зволяющие избегать применения высоких темпе-
ратур при кормопроизводстве [33].

Устойчивость к действию протеолитических 
ферментов была изучена путем выдерживания 
PhyS3 в течение 2 ч при 37 °C в буферных раство-
рах, содержащих пепсин и трипсин при оптималь-
ных значениях рН для работы этих ферментов. 
Фитаза PhyS3 показала достаточную устойчи-
вость к действию пищеварительных ферментов. 
Остаточная активность после воздействия трип-
сина составила 76%, а пепсина – 90% (рис. 3с). 
Так, фитазы из A. niger, E. coli и Y. intermedia со-
храняют 80, 33, 82% и 78, 100, 87% фитазной ак-
тивности после воздействия трипсина и пепсина 
в течение 2 ч, соответственно [28].

Было изучено влияние ионов металлов на ак-
тивность фермента PhyS3 (рис. 4).

Как видно из диаграммы (рис. 4), Li+, Ni+, Ca2+ 
и ЭДТА оказывают незначительное стимулиру-
ющее действие на активность фермента PhyS3. 
Максимальное увеличение наблюдается при дей-
ствии ионов Li+ (20%). Напротив, ионы Fe2+ и 
Cu2+, а также SDS снижают активность фитазы на 
68, 26 и 44%. Аналогичное влияние наблюдалось 
и на другие фитазы, наример из E. coli [26], C. fre-
undii [21]. Ингибирующий эффект может быть 
вызван конформационными изменениями белка 
или образованием слаборастворимых комплексов 
ионов металлов с фитиновой кислотой [21].

Рис. 3. Остаточная фитазная активность после ин-
кубирования фермента при различных значениях 
рН в течение 2 ч при 37 °C (a), прогрева в течение 
10 мин (b) и воздействия трипсина и пепсина в тече-
ние 1 ч при 37 °C (с)

Fig. 3. Residual phytase activity after incubating the en-
zyme at different pH values for 2 h at 37 °C (a), after 
heating at various temperatures for 10 min (b) and resis-
tance of enzyme to pepsin and trypsin for 1 h at 37 °C (с)
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Рис. 4. Влияние ионов металлов на активность ре-
комбинантной фитазы PhyS3

Fig. 4. Effect of metal ions on activity of recombinant 
phytase PhyS3
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В ходе данной работы впервые был оптими-
зирован, клонирован и экспрессирован в дрожжах 
Pichia pastoris ген, кодирующий фитазу из Kosa-
konia  sacchari, а также выделен и охарактеризо-
ван очищенный рекомбинантный белок. Было по-
казано, что фитаза PhyS3 обладает высокой удель-
ной активностью, необходимыми кинетическими 
характеристиками, широким диапазоном рабоче-
го интервала рН. Фермент показывает высокую 
активность при физиологических значениях рН и 
температуры животных. Таким образом, рекомби-
нантная фитаза PhyS3 обладает высоким потен-
циалом для использования в кормопроизводстве.
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Abstract–A DNA sequence from Kosakonia sacchari that according to automated computer analysis is 
believed to correspond to a gene for histidine acid phytase has been selected from the GenBank database. 
The sequence was optimized for codon composition, synthesized, cloned and expressed in Pichia pastoris. 
Main characteristics of the purified recombinant enzyme were determined. It was established that the values 
of pH = 4.5 and temperature of 50 °C are optimal for the phytase functioning. The values of specific activity, 
Michaelis constant (Km) and maximum reaction rate (Vmax) with phytate as a substrate were 1470 U/mg,  
193 μM and 2167 μmol/(min ∙ mg), respectively. It was shown that the enzyme was characterized by a wide 
range of working pH. Therefore, the properties of a new recombinant phytase allow us to consider it as a 
high-potential enzyme for agrobiotechnology.

Key words: histidine acid phosphatases, Kosakonia sacchari phytase, Pichia pastoris

Fundings–The work was financially supported by the Ministry of Education and Science of Russian 
Federation (Unique Project Identifier RFMEFI57917X0145) and was carried out using the Multipurpose 
Scientific Installation of National Bio-resource Center «All-Russian Collection of Industrial 
Microorganisms», NRC «Kurchatov Institute» – GOSNIIGENETIKA.

doi: 10.21519/0234-2758-2019-35-4-33-41




