
Про из вод с т во ли мон ной кис ло ты яв ля ет ся
од ним из ста рей ших и на и бо лее хо ро шо изу чен -
ных би о тех но ло ги чес ких про цес сов [1]. Пред с та -
ви те ли р. Aspergillus, в час т нос ти, A. niger, A. ory -
zae, A. flavus, A. terreus, яв ля ют ся на и бо лее важ ны -
ми для ком мер чес ко го ис поль зо ва ния, так как они
спо соб ны в боль ших ко ли чес т вах про ду ци ро вать
ши ро кий спектр низ ко мо ле ку ляр ных ор га ни чес -
ких кис лот, в том чис ле ли мон ную кис ло ту [1—3]. 
Ме та бо ли чес кие пути, ве ду щие к об ра зо ва нию и
на коп ле нию ли мон ной кис ло ты хо ро шо из вес т -
ны, как и за ко но мер нос ти фер мен та ции с учас ти -
ем про ду цен тов, что в ито ге обус лов ли ва ет вы со -

кий вы ход це ле во го про дук та. Од на ко ме ха низм
свер х син те за цит ра та, ко то рый име ет мес то в клет -
ках про ду цен тов — гри бов р. Aspergillus, а так же
мно гие фи зи о ло ги чес кие и би о хи ми чес кие про -
цес сы, ле жа щие в ос но ве эм пи ри чес ки по доб ран -
ных ус ло вий фер мен та ции, до кон ца не яс ны [3, 4].

Мно жес т во ра бот, свя зан ных с уве ли че ни -
ем про из во ди тель нос ти име ю щих ся штам мов
про ду цен тов, пос вя ще но изу че нию и ма ни пу ля -
ци ям с раз лич ны ми фер мен та ми: цик ла три кар бо -
но вых кис лот [5], гли ко ли за [6—8], пен то зо мо но -
фос фат но го пу ти, гли ок си лат но го шун та и пр.,
но толь ко не боль шое чис ло этих ис с ле до ва ний
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Мо  ле ку л яр но-  ге не ти  чес  кие и б и о хи ми чес к ие ха  рак те  рис ти  ки
цит  рат си н та зы  из  гри бов  — п ро ду ц ен тов  ли мо н ной кис ло  ты
ви да  Asp ergil lus  nig er

Об зор пос вя щен дос ти же ни ям в об лас ти изу че ния цит рат син та зы — фер мен та, иг -
ра ю ще го клю че вую роль в ме та бо лиз ме клет ки и ка та ли зи ру ю ще го про цесс син те за 
ли мон ной кис ло ты на пер вом эта пе цик ла три кар бо но вых кис лот (ЦТК). Ос нов ным 
про ду цен том ли мон ной кис ло ты в про мыш лен нос ти яв ля ет ся гриб Aspergillus
niger; ос нов ные мо ле ку ляр но- ге не ти чес кие и би о хи ми чес кие ха рак те рис ти ки фер -
мен та это го гри ба при ве де ны в срав не нии с та ко вы ми дру гих эука ри от. Про а на ли зи -
ро ва на ин фор ма ция о ме ха низ ме свер х син те за ли мон ной кис ло ты гри бом - п ро ду цен -
том и его эво лю ци он ных осо бен нос тях. Об зор мо жет быть по ле зен при раз ра бот ке
стра те гии соз да ния бо лее эф фек тив ных про ду цен тов ор га ни чес ких кис лот.

Клю че вые сло ва: би о син тез ли мон ной кис ло ты, цит рат син та за, Aspergillus niger.

                                 
Алек се ев Ка миль Вла ди ми ро вич, Ду би на Ми ха ил Вла ди ми ро вич, Ко мов Ва дим Пет ро вич.

Спи сок со кра ще ний: МФК — муль ти фер мен т ные ком п лек сы; ПААГ — по ли ак ри ла мид ный гель; п.н. — пар нук ле о ти дов; ЦС — 
цит рат син та за; ЦТК — цикл три кар бо но вых кис лот; AMP, ADP, ATP — аде но зин мо но фос фат, -ди фос фат, -три фос фат, со от вет -
ст вен но; NAD, NADP, NAD+, NADH, NADPH — ни ко ти на ми да де нин ди нук ле о тид и его фос фо ри ли ро ван ная фор ма, вос ста -
нов лен ная фор ма, окис лен ная фор ма, фос фо ри ли ро ван ная вос ста нов лен ная фор ма, со от вет ст вен но; ORF (open re a ding fra me)
— от кры тая рам ка счи ты ва ния; SDS — до де цил су ль фат на трия.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



зат ра ги ва ют клю че вой фер мент син те за ли мон -
ной кис ло ты — цит рат син та зу [9—11]. В нас то я -
щем об зо ре мы прес ле до ва ли цель ос ве тить сов ре -
мен ное сос то я ние в изу че нии это го клю че во го
для син те за ли мон ной кис ло ты мик роб но го фер -
мен та.

ЦИТРАТСИНТАЗА. РОЛЬ В КЛЕТОЧНОМ 
МЕТАБОЛИЗМЕ ГРИБА A. ni ger

Цит рат син та за (К.Ф. 2.3.3.1) — клю че вой
фер мент цик ла три кар бо но вых кис лот, ка та ли зи -
ру ю щий сте ре ос пе ци фи чес кий син тез ли мон ной
кис ло ты из аце тил - ко эн зи ма А и ок са ло а це та та
[12, 13]. Цит рат син та за (ЦС) бы ла впер вые об на -
ру же на в клет ках E. coli в 1965 г. [14]. В эука ри о ти -
чес ких клет ках син тез цит ра та про ис хо дит в ми то -
хон д ри ях как пер вый шаг цик ла три кар бо но вых
кис лот (ЦТК), при чем у эука ри от вклю чая дрож -
же вые гри бы Saccharomyces cerevisiae [15, 16] и за 
ис к лю че ни ем не ко то рых рас те ний ЦС на хо дит ся
толь ко в этих ор га нел лах [17, 18]. В ми це лии гри -
ба A. niger при его куль ти ви ро ва нии на са ха ро зе
или глю ко зе цит рат син та за ло ка ли зо ва на в мат рик -
се ми то хон д рий [19, 20]. ЦС яв ля ет ся ко ли чес т вен -
ным мар ке ром ин так т нос ти ми то хон д рий [21], а
так же бел ко вым мар ке ром ми то хон д ри аль но го
мат рик са [22]. Од на ко име ют ся сви де тель с т ва о
том, что в клет ках эука ри от цит рат син та за мо жет
быть сла бо прик реп ле на к внут рен ней мем б ра не
ми то хон д рий, как это бы ло по ка за но для дру гих
фер мен тов ЦТК [23].

Би о хи ми чес кий путь, ве ду щий к из бы точ но -
му на коп ле нию ли мон ной кис ло ты, был от к рыт в
ходе ра ди о и зо топ ных ис с ле до ва ний, про ве ден -
ных в 1950-х го дах ря дом ис с ле до ва те лей [24—27].
Цен т раль ная ре ак ция в син те зе низ ко мо ле ку ляр -
ных ор га ни чес ких кис лот — это фик са ция CO2 мо -
ле ку лой пи ру ва та с об ра зо ва ни ем ок са ло а це та та
[2]. Вы со кий вы ход ор га ни чес ких кис лот воз мо -
жен лишь по то му, что все шесть ато мов уг ле ро да
суб с т ра та (глю ко зы или фрук то зы) под дей с т ви ем
двух фер мен тов пи ру ват кар бок си ла зы и цит рат -
син та зы сох ра ня ют ся в шес ти уг ле род ном про дук -
те, ли мон ной кис ло те [28].

Би о син тез цит ра та из глю ко зы вклю ча ет
боль шое чис ло фер мен та тив ных ре ак ций, про ис -
хо дя щих в двух раз ных кле точ ных ком пар т мен -
тах — в ци то зо ле и ми то хон д ри ях. Цит рат син та за
по ми мо сво ей пря мой син те ти чес кой фун к ции
осу щес т в ля ет ре гу ля цию ЦТК [12], иг ра ет важ -
ную роль в -окислении жир ных кис лот, а так же
учас т ву ет в фо то рес пи ра тор ном гли ко лят ном пу -
ти у рас те ний [29]. 

Цит рат име ет ог ром ное фи зи о ло ги чес кое
зна че ние для кле ток гри ба A. niger, яв ля ясь ин тер -
ме ди а том в ре ак ци ях син те за ами но кис лот и жир -
ных кис лот, энер ге ти чес ким суб с т ра том, пе ре нос -
чи ком ациль ной груп пы, а так же иг рая ре гу ля тор -
ную роль за счет хе лат ных вза и мо дей с т вий с не ко -
то ры ми суб с т ра та ми и ко фак то ра ми, нап ри мер, с
иона ми Mg2+ и дру гих би ва лен т ных ме тал лов, не -
об хо ди мых для ак тив нос ти не ко то рых фер мен тов
[4]. Цит рат и дру гие низ ко мо ле ку ляр ные ор га ни -
чес кие кис ло ты, про ду ци ру е мые гри ба ми, об ла да -
ют спо соб нос тью к хе лат но му свя зы ва нию и дру -
гих ме тал лов, что име ет, нап ри мер, боль шое зна че -
ние для рас т во ре ния и пог ло ще ния ми не раль но го
фос фо ра пос ред с т вом ком п лек со об ра зо ва ния с
Ca2+ [30]. По ми мо фи зи о ло ги чес ко го, цит рат име -
ет боль шое би о ло ги чес кое зна че ние, оп ре де ляя
спо соб ность гри ба к вы жи ва нию, вы де ля ясь во
внеш нюю сре ду и сни жая ее рН, тем са мым ос лаб -
ляя кон ку рен цию за пи та тель ные ре сур сы со сто -
ро ны дру гих мик ро ор га низ мов и ин ги би руя их
рост в при род ных ус ло ви ях. Ши ро ко из вес т но,
что цит рат так же иг ра ет су щес т вен ную роль в раз -
ло же нии дре ве си ны и при род ном рас па де лиг ни -
на [2]. Та ко ва би о ло ги чес кая и эво лю ци он ная по -
доп ле ка при род ной спо соб нос ти гри ба A. niger к
син те зу цит ра та в ко ли чес т вах, пре вы ша ю щих не -
об хо ди мый для кле точ но го ме та бо лиз ма уро вень.

Как пред по ла га лось ра нее, ос нов ная ре ак -
ция, в ко то рую вов ле че на цит рат син та за, яв ля ет ся 

“бу ты лоч ным гор лыш ком” во всем ЦТК [12]. Од -
на ко было по ка за но [6, 11], что свер хэк с п рес сия ге -
нов цит рат син та зы, а так же фос фоф рук то- и пи ру -
ват ки на зы не вле чет за со бой уве ли че ние син те за
ли мон ной кис ло ты, т.е. ак тив ность ЦС не яв ля ет -
ся един с т вен ным ог ра ни чи ва ю щим фак то ром в
про цес се син те за цит ра та. Од но из объ яс не ний
это го фе но ме на зак лю ча ет ся в том, что ак тив ность
ЦС в не о чи щен ном эк с трак те гри ба нас толь ко вы -
со ка, что уже сама по себе обес пе чи ва ет свер х син -
тез ли мон ной кис ло ты [31]. От сю да мож но сде -
лать вы вод, что из ме не ние в оп ре де лен ных пре де -
лах ак тив нос ти цит рат син та зы, ко то рое наб лю да -
ет ся в ходе фер мен та ции, мо жет не ока зы вать вли я -
ние на про дук тив ность куль ту ры мик ро ор га низ ма 
по цит ра ту [4]. Дру гое объ яс не ние ос но вы ва ет ся
на из бы точ нос ти ге но ма A. niger, ко то рый со дер -
жит гены, пред по ло жи тель но ко ди ру ю щие одну
ци то золь ную и три ми то хон д ри аль ные цит рат -
син та зы [32]. При та кой из бы точ нос ти по пыт ка
по вы сить про дук цию цит ра та пу тем до пол ни -
тель ной свер хэк с п рес сии цит рат син та зы, пред -
п ри ня тая Рюй те ром и др. [11], вряд ли мог ла окон -
чить ся ус пе хом.
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К нас то я ще му вре ме ни ус та нов ле но, что ме -
та бо ли чес кий кон т роль над муль ти фер мен т ны ми
сис те ма ми, при час т ны ми к об ра зо ва нию цит ра та,
рас п ре де лен меж ду нес коль ки ми эта па ми, и та -
ким об ра зом не су щес т ву ет од ной кон к рет ной

“клю че вой кон т роль ной точ ки” или “уз ко го мес -
та”, влияя на ко то рое мож но зна чи тель но уве ли -
чить би о син тез цит ра та в гриб ной клет ке [33].

МОЛЕКУЛЯРНО-БИОЛОГИЧЕСКИЕ
ХАРАКТЕРИСТИКИ ЦИТРАТСИНТАЗЫ

Цит рат син та зы эука ри от — го мо ди ме ры,
близ кие меж ду со бой как по вто рич ной, так и по
тре тич ной струк ту ре, но при этом ко рен ным об ра -
зом от ли ча ю щи е ся от цит рат син таз про ка ри от, ко -
то рые яв ля ют ся ге те ро ме ра ми и име ют от 4 до 6
субъ е ди ниц в сво ем сос та ве [34].

В клет ках эука ри от ми то хон д ри аль ная ЦС
ко ди ру ет ся ядер ны ми ге на ми; в ци топ лаз ме тран с -
ли ру ет ся ее бо лее длин ный пред шес т вен ник, ко то -
рый да лее тран с пор ти ру ет ся в ми то хон д рии, где
осу щес т в ля ет ся пос т син те ти чес кий про цес синг
фер мен та [35, 36]. В нас то я щее вре мя кло ни ро ва -
ны и сек ве ни ро ва ны гены, ко ди ру ю щие цит рат -
син та зу у боль шо го чис ла про ка ри от, раз лич ных
ви дов гри бов, в том чис ле A. niger [10], а так же кле -
ток жи вот ных и рас те ний [29].

По дан ным ис с ле до ва ний [10], цит рат син та -
за, по лу чен ная с ис поль зо ва ни ем нук ле о тид ной
пос ле до ва тель нос ти гена citl длин ной в 1425 п.н.,
сос то ит из 475 ами но кис лот ных ос тат ков и име ет
мо ле ку ляр ную мас су 52153 Да. Пу тем ком пь ю тер -
ной об ра бот ки ами но кис лот ной пос ле до ва тель -
нос ти бы ло ус та нов ле но, что мас са зре ло го бел ка
сос тав ля ет приб ли зи тель но 49 кДа [10]. Ана лиз
мо ле ку ляр ной мас сы цит рат син таз дру гих эука ри -
от на ос но ве их ами но кис лот ной пос ле до ва тель -
нос ти дал сход ные ре зуль та ты.

Ус та нов ле на струк ту ра гена, ко ди ру ю ще го
цит рат син та зу в клет ках A. niger. Ген раз де лен
шес тью не боль ши ми ин т ро на ми [10, 11], 4 из ко то -
рых на хо дят ся вбли зи 5-концевой об лас ти [10].
Каж дый из 6 ин т ро нов на чи на ет ся с GT- и окан чи -
ва ет ся AG-консенсусными пос ле до ва тель нос тя -
ми в со от вет с т вии с кон сен сус ны ми сиг на ла ми
сплай син га, ха рак тер ны ми для ми це ли аль ных гри -
бов [10, 37]. Так же в ходе ана ли за нук ле о тид ной
пос ле до ва тель нос ти ге на, ко ди ру ю ще го ЦС, было 
вы яв ле но на ли чие од ной от к ры той рам ки счи ты ва -
ния (ORF). В це лом со дер жа ние GC сос та ви ло око -
ло 53% [10].

В гене citl так же был об на ру жен СТ-бо га -
тый ре ги он, ко то рый пред по ло жи тель но иг ра ет

роль про мо тор но го учас т ка у ми це ли аль ных гри -
бов, не име ю щих клас си чес ких про мо тор ных бок -
сов ТАТА, АТА, СА АТ [10, 37]. Ана лиз СТ-бо га -
тых об лас тей по ка зал, что они яв ля ют ся ха рак тер -
ны ми для гриб ных про мо то ров [37], а три кон сер -
ва тив ные об лас ти, вы яв лен ные у не ко то рых пред с -
та ви те лей р. Aspergillus при со пос тав ле нии пос ле -
до ва тель нос тей ге нов [38] и ло ка ли зо ван ные до
рам ки счи ты ва ния гена citA A. niger, пред по ло жи -
тель но яв ля ют ся ос нов ной cis-регуляторной осо -
бен нос тью пос ле до ва тель нос ти бел ка PcitA [39].
Как по ка за ли даль ней шие ис с ле до ва ния, про мо -
тор A. niger об ла да ет вы со кой кон с ти ту тив ной эк с -
прес сив нос тью и по тен ци аль но мо жет быть ис -
поль зо ван для ге те ро ло гич ной эк с прес сии [39].

ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 
ЦИТРАТСИНТАЗ A. ni ger

Нес мот ря на вы со кую го мо ло гию ами но кис -
лот ные пос ле до ва тель нос ти цит рат син таз гри бов
A. niger WU-2223L и N400 (CBS 120.49) ха рак те ри -
зу ют ся не ко то ры ми раз ли чи я ми, на и боль шие из
ко то рых бы ли вы яв ле ны в С-кон це вой об лас ти
[11]. При ана ли зе пер вич ной струк ту ры ЦС из
штам ма WU-2223L на на ли чие ха рак тер но го для
всех ми то хон д ри аль ных цит рат син таз сиг наль но -
го мо ти ва было по ка за но, что та кая об ласть при -
сут с т ву ет в N-концевой об лас ти [10]. Этот учас -
ток пеп тид ной цепи ли шен кис лот ных ра ди каль -
ных ос тат ков и в то же вре мя обо га щен ос нов ны ми
ос тат ка ми, что при да ет ему спо соб ность фор ми ро -
вать ам фи филь ные (гид ро филь но- гид ро фоб ные)
спи ра ли [10]. Ге ном ный ана лиз А. niger WU-2223L
по ка зал, что в хро мо сом ной ДНК со дер жит ся
толь ко одна ко пия гена цит рат син та зы citl [10]. Од -
на ко ав то ры ра бо ты [32], про а на ли зи ро вав ге ном
гри ба A. niger CBS 513.88, про мыш лен но го про ду -
цен та эн зи мов и ор га ни чес ких кис лот, об на ру жи -
ли од ну ци то золь ную и три пред по ло жи тель но ми -
то хон д ри аль ных пос ле до ва тель нос ти цит рат син та -
зы. В то же вре мя, дру гая ис с ле до ва тель с кая груп -
па по ка за ла, что штам мы A. niger об ла да ют 5 изо -
фер мен та ми ЦС, вклю чая ак тив ную ме тил цит рат -
син та зу [40], A. oryzae име ет че ты ре изо эн зи ма, а
A. fumigatus и A. nidulans толь ко три [9, 41]. Ин те -
ре сен так же тот факт, что A. niger ATCC 1015
(штамм ди ко го ти па) с бо лее чем 90-летней ис то -
ри ей, ис поль зо ван ный в пер вом за па тен то ван ном
про цес се фер мен та ции цит ра та, име ет до пол ни -
тель ный уни каль ный ген для ЦС, ко то рый не об на -
ру жи ва ет ся ни у од но го дру го го штам ма. Пос ле до -
ва тель ность это го бел ка иден тич на струк ту ре ЦС I
Delftia acidovorans SPH-1 (-про теобактерия). Од -
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на ко, по на ше му мне нию, при сут с т вие этой бак те -
ри аль ной цит рат син та зы тре бу ет до пол ни тель но -
го под т вер ж де ния [42].

Фи ло ге не ти чес кий ана лиз ЦС раз лич ных
пред с та ви те лей р. Aspergillus вы я вил мно жес т вен -
ность ге нов, ко ди ру ю щих цит рат син та зу. При
даль ней шем изу че нии об на ру же но сход с т во ге -
нов ЦС из ас пер гил лов с ге на ми ЦС из про те о бак -
те рий и не ко то рых рас те ний [32, 42]. Ряд ис с ле до -
ва те лей приш ли к вы во ду, что об на ру жен ная из бы -
точ ность ге нов цит рат син та зы в ге но ме A. niger яв -
ля ет ся про дук том ран ней дуп ли ка ции гена цит рат -
син та зы у пред ков, ко то рая была за тем ут ра че на
все ми ор га низ ма ми, кро ме не ко то рых гри бов и
рас те ний, или меж ви до вым пе ре но сом ге нов [32,
41]. Раз лич ные дуп ли ка ции ге нов мо гут быть
очень важ ны для вы со ко эф фек тив ной про дук ции
цит ра та гри бом A. niger [32]. Ген ная из бы точ -
ность была об на ру же на у ако ни та зы [32] и аль тер -
на тив ной ми то хон д ри аль ной ок си да зы, что мо жет 
обус лов ли вать вы со кую про из во ди тель ность цит -
ра та изу чен ны ми ви да ми [42]. Как по ка зал ге ном -
ный ана лиз, дуп ли ка ция ге нов и их из бы точ ность
яв ля ют ся ос нов ны ми стра те ги я ми эво лю ции у ас -
пер гил лов [42]. В све те об на ру же ния у них ми то -
хон д ри аль ной цит рат ли а зы (КФ 4.1.3.6) было выс ка -
за но пред по ло же ние о су щес т во ва нии в ми то хон д -
ри ях цик ла син те за- рас па да цит ра та [32], зна че -
ние ко то ро го до сих пор не изу че но [41].

БИОХИМИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
ЦИТРАТСИНТАЗЫ

Как по ка за ли мно гие ис с ле до ва ния, цит рат -
син та зы эука ри от схо жи меж ду со бой как в ге не ти -
чес ком (про мо тор ные и кон сер ва тив ные об лас ти), 
так и в би о хи ми чес ком ас пек тах [10, 43]. Од на ко
ки не ти чес кие па ра мет ры ЦС все же ис пы ты ва ют
не ко то рые ко ле ба ния в за ви си мос ти от так со но ми -
чес кой при над леж нос ти ор га низ ма, хотя их мож -
но от нес ти и за счет раз лич но го ме то ди чес ко го и
тех но ло ги чес ко го офор м ле ния эк с пе ри мен та.

Счи та ет ся, что у жи вот ных ЦС на ря ду с изо -
цит рат де гид ро ге на зой (NAD- и/или NADP-зави -
си мой) и ок сог лу та рат де гид ро ге наз ным ком п лек -
сом яв ля ют ся объ ек том ре гу ля тор но го кон т ро ля и
оп ре де ля ют ме та бо ли чес кий по ток суб с т ра тов че -
рез ЦТК [44]. Ак тив ность ЦС нап ря мую ре гу ли ру -
ет ся дос туп нос тью ок са ло а це тат и/или аце тил - КоА
[45]. Для A. niger спе ци фи чес кая ак тив ность ЦС
силь но за ви сит от то го, в ка кой фазе — рос та или
про дук ции цит ра та — ее оп ре де ля ют; в пос лед -
нем слу чае ак тив ность цит рат син та зы воз рас та ет
вдвое [19, 46].

По ря док при со е ди не ния суб с т ра тов к ЦС
ока зы ва ет на ско рость ре ак ции об ра зо ва ния цит -
ра та на и бо лее силь ное воз дей с т вие [43]. Ок са ло а -
це тат, пер вым свя зы ва ясь с ак тив ным цен т ром
цит рат син та зы, по вы ша ет кон с тан ту свя зы ва ния
аце тил - КоА при мер но в 20 раз. Но ес ли с фер мен -
том сна ча ла свя зы ва ет ся аце тил - КоА, ак тив -
ность об ра зо ва ния ком п лек са ЦС с ок са ло а це та -
том су щес т вен но сни жа ет ся [13]. Ок са ло а це тат
нап ря мую ре гу ли ру ет ак тив ность цит рат син та зы 
in vivo [44, 47], од на ко толь ко ке то фор ма это го со -
е ди не ния яв ля ет ся ис тин ным суб с т ра том для
ЦС, а еноль ная фор ма мо жет быть от вет с т вен на
за ин ги би ро ва ние сук ци нат де гид ро ге на зы [48].
Тот факт, что обе фор мы ок са ло а це та та под дер жи -
ва ют ся в та у то мер ном рав но ве сии, име ет серь ез -
ные пос лед с т вия для кле точ но го ме та бо лиз ма
гри бов, ко то рые, од на ко, не всег да приз на ют ся.
При из ме ре нии кон цен т ра ции ок са ло а це та та сле -
ду ет так же учи ты вать, что боль шая часть его свя -
за на с бел ка ми, т.е. цит рат син та за фун к ци о ни ру -
ет в ус ло ви ях, да ле ких от мак си маль ной ско рос -
ти ка та ли за [45].

Вы ход це ле во го про дук та при фер мен та ции 
с об ра зо ва ни ем ли мон ной кис ло ты по вы ша ет ся
при до бав ле нии в пи та тель ную сре ду гри ба A. ni -
ger не боль ших ко ли честв низ ших али фа ти чес ких
спир тов [49, 50]. Ока за лось, что ме та нол и эта нол
из ме ня ют ак тив ность клю че вых фер мен тов ЦТК —
цит рат син та зы и ако ни та зы [50]. Эта нол вдвое уве -
ли чи ва ет ак тив ность ЦС и на 75% сни жа ет ак тив -
ность ако ни та зы, при этом по вы ша ет ся ак тив -
ность дру гих фер мен тов ЦТК, что ве дет к уве ли че -
нию син те за цит ра та и умень ше нию его рас па да
[51]. Низ шие спир ты ис поль зу ют ся в про мыш лен -
ных про цес сах фер мен та ции цит ра та, в час т нос -
ти, как ак ти ва то ры его син те за.

Ко эн зим А кон ку рен т но с аце тил - КоА ин ги -
би ру ет цит рат син та зу A niger (кон с тан та ин ги би -
ро ва ния рав на 0,1—0,15 мМ) [11, 43], что объ яс ня -
ет ся его струк тур ным сход с т вом с суб с т ра том ЦС
(аце тил - КоА). Ин ги би ру ю щим дей с т ви ем об ла да -
ют так же струк тур ные ана ло ги аце тил - КоА (кар -
бок си ме тил - КоА и др.) [52].

Ме ха низм ин ги би ро ва ния эука ри о ти чес ких 
цит рат син таз паль ми то ил - КоА и дру ги ми про из -
вод ны ми длин но це по чеч ных жир ных кис лот [53]
дол гое вре мя был пред ме том дис кус сий [45, 54],
пока не было до ка за но, что жир ные ацил - КоА все-
 та ки свя зы ва ют ся с ак тив ным цен т ром фер мен та.
Мож но пред по ло жить, что че рез этот фе но мен
осу щес т в ля ет ся фи зи о ло ги чес кая фун к ция ре гу ля -
ции ак тив нос ти цит рат син та зы, а в бо лее ши ро -
ком смыс ле — и все го ли пид но го об ме на [54]. Сто -
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ит так же от ме тить, что, как было сказано выше,
ин ги би ро ва ние цит рат син та зы ана ло га ми аце тил -
 КоА кон ку рен т но по от но ше нию к аце тил - КоА,
но не к ок са ло а це та ту [52].

Ра нее со об ща лось, что ADP уме рен но ин ги -
би ру ет ЦС A. niger (на 25% при 2 мМ кон цен т ра -
ции); ATP и GTP силь но сни жа ют ак тив ность фер -
мен та (при 2 мМ кон цен т ра ции — на 70—80%),
кон ку ри руя за ак тив ный центр с аце тил - КоА; ком -
п лекс Mg-ATP ин ги би ру ет ЦС в мень шей сте пе ни
(при 2 мМ кон цен т ра ции — на 40%) [11]. Од на ко
дан ные ре зуль та ты по лу че ны толь ко в ус ло ви ях
in vitro. При той же кон цен т ра ции ме та бо ли тов
in vivo ин ги би ро ва ние ре ак ции было либо нез на чи -
тель ным, либо его не было вов се [55]. Ав то ры [56] 
по ка за ли, что фер мент A. niger про яв ля ет в три ра -
за бо лее вы со кую ак тив ность в не о чи щен ном эк с -
трак те, чем в пер ме а би ли зо ван ных клет ках. Это
раз ли чие в ак тив нос ти цит рат син та зы в ус ло ви ях
in vitro и in situ ав то ры объ яс ни ли раз ным ки не ти -
чес ким по ве де ни ем рас т во рен но го фер мен та и
фер мен та в пер ме а би ли зо ван ных клет ках. Это пред -
по ло же ние наш ло под т вер ж де ние при из ме ре нии
ки не ти чес ких па ра мет ров цит рат син та зы A. niger
в бес к ле точ ном эк с трак те [56].

Сле ду ет от ме тить, что L-малат, фу ма рат, -
 ке тог лу та рат, сук ци нат, пи ру ват, глу та мат (при
кон цен т ра ции 10 мМ), а так же AMP, NADH,
NADPH, NAD+ и NADP+ (при кон цен т ра ции 2 мМ) 
ока зы ва ют нез на чи тель ное воз дей с т вие на ак тив -
ность цит рат син та зы A. niger. По ка за но [11], что
цит рат в кон цен т ра ции 10 мМ, (что в 3—5 раз
выше фи зи о ло ги чес кой кон цен т ра ции в клет ках) 
не толь ко не ин ги би ро вал фер мент, но нап ро тив,
по вы шал ак тив ность ЦС на 30—40%. Так же бы -
ло об на ру же но, что внут ри ми то хон д ри аль ные
кон цен т ра ции ок са ло а це та та и цит ра та на хо дят -
ся в пре де лах, со от вет с т ву ю щих ре гу ля тор но му
ди а па зо ну Km для этих со е ди не ний [45]. Эти фак -
ты ука зы ва ют на то, что ли бо вклад ЦС в ре гу ля -
цию цик ла Креб са не столь ве лик, как счи та -
лось преж де, либо не дос та точ но хо ро шо из вес т -
но ус т рой с т во ре гу ля тор ной сис те мы би о син те за 
ли мон ной кис ло ты. Тем не ме нее, при оцен ке ро -
ли кон цен т ра ций внут рик ле точ ных ме та бо ли тов
в ре гу ля ции ак тив нос ти фер мен тов сто ит пом -
нить о двух ог ра ни че ни ях: а) в дан ном слу чае
клас си чес кая ки не ти ка Ми ха э ли са—Мен тен не
при ме ни ма из - за вы со ких внут рик ле точ ных кон -
цен т ра ций фер мен тов в срав не нии с кон цен т ра -
ци я ми ме та бо ли тов [57]; б) кон цен т ра ции ме та бо -
ли тов, ион ная сила и рН мо гут кар ди наль но от ли -
чать ся в раз лич ных сай тах клет ки даже внут ри
од ной ор га нел лы.

СТРУКТУРНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ ЦИТРАТСИНТАЗЫ. 
МУЛЬТИФЕРМЕНТНЫЕ КОМПЛЕКСЫ

Цит рат син та зы эука ри от име ют ком пак т -
ное гло бу ляр ное стро е ние [13, 45]. По дан ным де -
на ту ри ру ю ще го SDS-ПААГ-электрофореза, мас -
са де на ту ри ро ван ной ЦС из гри ба A. niger сос тав -
ля ет око ло 48 кДа [11], а мас са на тив но го фер мен -
та при мер но 80 кДа [43]. Эти дан ные ука зы ва ют
на то, что фер мент in vivo пред с тав ля ет со бой ди -
мер, что хо ро шо сог ла су ет ся с дан ны ми о го мо ди -
мер ной струк ту ре дру гих эука ри о ти чес ких цит -
рат син таз [10, 11].

При ме ча тель но, что при вы со кой сте пе ни
сход с т ва как пер вич ной, так и тре тич ной струк ту -
ры фер мен тов эука ри от и не ко то рых про ка ри от
им му но ло ги чес кие ис с ле до ва ния не об на ру жи ли
пе рек рес т ной ре ак тив нос ти меж ду ни ми [58, 59].
Тем не ме нее, зна чи тель ное струк тур ное сход с т во
ЦС наб лю да ют даже у эво лю ци он но да ле ких ви -
дов, что про яв ля ет ся в вы со кой кон сер ва тив нос ти
N-концевых ами но кис лот ных пос ле до ва тель нос -
тей, со пос та ви мос ти ами но кис лот ных сос та вов, а 
так же сход с т ве фи зи ко- хи ми чес ких свойств [59].

Все ами но кис лот ные ос тат ки бел ка цит рат -
син та зы ор га ни зо ва ны в две глав ные субъ е ди ни -
цы го мо ди ме ра, сос то я щие из 20 - с пи ра лей. Эти
-спи ра ли сос тав ля ют око ло 40—60% всей вто -
рич ной струк ту ры цит рат син та зы, ос таль ные ами -
но кис лот ные ос тат ки фор ми ру ют ир ре гу ляр ные
об ра зо ва ния (за ис к лю че ни ем не боль шо го учас т -
ка -слоя, ко то рый ло ка ли зо ван на по вер х нос ти
бел ка) [13]. Каж дая из субъ е ди ниц ЦС сос то ит из
ма ло го и боль шо го до ме нов; крис тал ли чес кие
фор мы субъ е ди ниц от ли ча ют ся друг от дру га от -
но си тель ным рас по ло же ни ем этих двух до ме нов.
Кон такт меж ду дву мя субъ е ди ни ца ми осу щес т в ля -
ет ся пос ред с т вом об лас ти, сос то я щей в ос нов ном
из гид ро фоб ных ами но кис лот ных ос тат ков; в об -
ра зу ю щей ся щели зак лю чен ак тив ный центр фер -
мен та, в ко то ром рас по ло же ны сай ты свя зы ва ния
ок са ло а це та та/цит ра та и ко эн зи ма А, при чем каж -
дый сайт фун к ци о ни ру ет не за ви си мо от дру го го и
ко о пе ра тив ный эф фект об на ру жен не был [13].

Были по лу че ны две крис тал ли чес кие фор -
мы фер мен та, син го нии ко то рых свя за ны с кон -
фор ма ци ей мо ле ку лы эн зи ма: тет ра го наль ная —
от к ры тая фор ма и мо нок лин ная, со от вет с т ву ю -
щая двум зак ры тым фор мам. Фер мент на чи на ет
ра бо ту в от к ры той кон фор ма ции; за тем при свя зы -
ва нии с ок са ло а це та том ма лый до мен пре тер пе ва -
ет вра ще ние на 18°, зак ры вая ок са ло а це тат - с вя зы -
ва ю щий сайт [52], что ве дет к об ра зо ва нию зак ры -
той кон фор ма ции го мо ди ме ра [60]. Дан ное кон -
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фор ма ци он ное из ме не ние не толь ко пре дот в ра ща -
ет кон такт рас т во ри те ля со свя зан ным суб с т ра -
том, но и от к ры ва ет аце тил - Ко А- с вя зы ва ю щий
сайт. Да лее фер мент смы ка ет ся вок руг свя зан ных
в ак тив ных цен т рах суб с т ра тов и осу щес т в ля ет ре -
ак цию кон ден са ции ок са ло а це та та и аце тил - КоА
[13, 61].

В нас то я щее вре мя ясно, что клет ки не воз -
мож но пред с та вить себе как “меш ки”, за пол нен -
ные рас т во ра ми фер мен тов. Эф фек тив ное фун к ци -
о ни ро ва ние клет ки обус лов ле но оп ре де лен ным
рас по ло же ни ем раз лич ных фер мен тов в ее струк -
тур ных час тях, ком пар т мен тах. Вы зы ва ет ин те -
рес воп рос о рас по ло же нии ЦС внут ри са мой ми -
то хон д рии: прик реп ле на ли она к внут рен ней мем -
б ра не или же сво бод но пе ре ме ща ет ся в мат рик се.
Для дрож же вой ми то хон д ри аль ной цит рат син та -
зы CS1 и цит рат син та зы из сви но го сер д ца ха рак -
тер но вы со кое срод с т во к внут рен ней мем б ра не
ми то хон д рий [62], в то вре мя как пе рок си со маль -
ная изо фор ма CS2 не свя за на с внут рен ней мем б -
ра ной ми то хон д рий и, по мне нию ря да ав то ров, яв -
ля ет ся рас т во ри мым фер мен том [63]. В 1968 г. по -
ка за но [64], что кон цен т ра ция бел ков в ми то хон д -
ри аль ном мат рик се дос ти га ет ве ли чи ны око ло
560 мг/мл; та кая кон цен т ра ция обус лов ли ва ет по -
вы шен ную вяз кость мат рик са, в ко то ром сво бод -
ное пе ре ме ще ние бел ков прак ти чес ки не воз мож -
но. Мож но пред по ло жить, что ме та бо ли чес кие
пути осу щес т в ля ют ся за счет фи зи чес ких кон так -
тов меж ду фер мен та ми, от вет с т вен ны ми за пос ле -
до ва тель ные ре ак ции. Ве ро ят но, фер мен ты ЦТК
рас по ло же ны вбли зи внут рен ней мем б ра ны ми то -
хон д рии, а сук ци нат де гид ро ге на за во об ще пог ру -
же на в нее [65]. Поз д нее было по ка за но спе ци фи -
чес кое вза и мо дей с т вие ЦС с дру ги ми ми то хон д ри -
аль ны ми фер мен та ми ЦТК: ма лат де гид ро ге на зой
и фу ма ра зой [66], а так же ако ни та зой [67]. Было
ус та нов ле но, что это вза и мо дей с т вие объ яс ня ет ся 
элек т рос та ти чес ки ми си ла ми. Од на ко вза и мо дей с -
т вия меж ду ЦС и ци то золь ной ма лат де гид ро ге на -
зой не наб лю да лось [68]. Все ука зан ные ми то хон д -
ри аль ные фер мен ты свя за ны с внут рен ней по вер х -
нос тью внут рен ней мем б ра ны ми то хон д рии, в то
вре мя как очи щен ные изо фер мен ты из дру гих кле -
точ ных ком пар т мен тов не об ла да ют спо соб нос -
тью к та ко му свя зы ва нию [67]. Наб лю да лись так -
же вза и мо дей с т вия (прос т ран с т вен ные или меж -
мо ле ку ляр ные) меж ду шес тью из вось ми фер мен -
тов цик ла Креб са [68]. Бо лее то го, на ос но ва нии эк -
с пе ри мен тов с им мо би ли зо ван ны ми фер мен та ми
бы ла выд ви ну та ги по те за о су щес т во ва нии од но -
го боль шо го ком п лек са, объ е ди ня ю ще го ЦТК и ас -
пар тат - ма лат ный чел нок [66]. Воз мож ное пре и му -

щес т во та ко го ком п лек са — это пре дот в ра ще ние
вы хо да ин тер ме ди а тов в рас т вор, где они мо гут
быть раз ру ше ны дру ги ми фер мен та ми или нап рав -
ле ны по дру гим ме та бо ли чес ким пу тям. Су щес т -
во ва ние та ко го ме та бо ли чес ко го ка на ла для ок са -
ло а це та та было по ка за но с учас ти ем цит рат син та -
зы и ма лат де гид ро ге на зы мле ко пи та ю щих [69] и
дрож жей [70]. Поз д нее бы ло ус та нов ле но, что на -
ли чие это го ка на ла пе ре да чи объ яс ня ет ся элек т -
рос та ти чес кой при ро дой по вер х нос ти меж ду дву -
мя ак тив ны ми сай та ми этих двух фер мен тов [68,
71] и что элек т рос та ти чес кое воз дей с т вие уве ли -
чи ва ет эф фек тив ность пе ре но са суб с т ра та по это -
му ка на лу [72]. Так же пред с тав ля ет ся воз мож ным 
су щес т во ва ние ком п лек са ако ни та за—цит рат син -
та за —ма лат де гид ро ге на за. Сог лас но мо дель ной
сис те ме им мо би ли зо ван ных хи мер ных бел ков
(фер мен тов ЦТК) свиньи, реальна воз мож ность
су щес т во ва ния та ко го же ка на ла меж ду цит рат -
син та зой и ако ни та зой, как и меж ду ма лат де гид ро -
ге на зой и цит рат син та зой [73].

Ве ро ят ность су щес т во ва ния в ми то хон д ри -
ях МФК опи сан но го выше ти па осо бен но ве ли ка у 
гри ба A. niger. Ре гу ля ция та ких ком п лек сов мо жет
осу щес т в лять ся нес коль ки ми пу тя ми: из ме не ни -
ем ло каль ной кон цен т ра ции ме та бо ли тов и/или
эф фек тор ных мо ле кул, ак ти ва ци ей/инак ти ва ци ей
фер мен тов пос ред с т вом их ас со ци а ции/дис со ци а -
ции или же ком би на ци ей этих воз дей с т вий.

МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ЦИТРАТСИНТАЗЫ

Об щая для эука ри от схе ма дей с т вия ЦС был 
изу че на дос та точ но дав но. Прос т ран с т вен ная
струк ту ра и ме ха низм дей с т вия ЦС были под роб -
но пред с тав ле ны на при ме ре жи вот ных цит рат син -
таз в об зо ре [13].

Сле ду ет от ме тить, что фер мен та тив ная ре ак -
ция кон ден са ции аце тил - КоА и ок са ло а це та та, ка -
та ли зи ру е мая ЦС, мо жет быть раз де ле на на два
пос ле до ва тель ные эта па, ено лаз но- ли аз ный и гид -
ро лаз ный. Бы ло по ка за но, что оба они осу щес т в -
ля ют ся не за ви си мо друг от дру га, хотя ло ка ли зо ва -
ны в од ном и том же ак тив ном цен т ре [52, 74].

Ак тив ный центр жи вот ной ЦС со дер жит
два сай та: цит рат/ок са ло а це тат - с вя зы ва ю щий сайт,
име ю щий 6 клю че вых ами но кис лот ных ос тат ка
(His174, His238, His320, Arg329, Arg402 и
Arg421), учас т ву ю щих в свя зы ва нии цит ра та, а
так же ко эн зим А- с вя зы ва ю щий сайт, ко то рый име -
ет пет лю (ос но ва ния 314—320, клю че вые из ко то -
рых Asp375, His320, His274), от вет с т вен ную за
рас поз на ва ние аде ни ло вой час ти ко эн зи ма А и его 
свя зы ва ние [13, 60]. ЦС — один из не боль шо го
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чис ла фер мен тов, спо соб ных об ра зо вы вать С—С-
 связь в от сут с т вие ме тал ла как ко фак то ра.

Ре ак ция про те ка ет по ме ха низ му оче ред нос -
ти: пер вым к эн зи му при со е ди ня ет ся ок са ло а це -
тат, а за тем аце тил - КоА [55]. На пер вом эта пе
Asp375 ве дет себя как ос но ва ние и за би ра ет про -
тон у ме тиль ной груп пы аце тил - КоА, в ре зуль та те 
чего пос лед ний прев ра ща ет ся в енол, ко то рый ста -
би ли зи ру ет ся His274, об ра зу ю щим во до род ную
связь с кис ло ро дом ено ла. На вто ром эта пе ре ак -
ции кон ден са ции енол аце тил - КоА нук ле о филь но
ата ку ет кар бо ниль ный уг ле род ок са ло а це та та, а
His320, ве ду щий себя как кис ло та, ста но вит ся до -
но ром про то на для кар бо ниль ной груп пы ок са ло а -
це та та, об ра зуя цит рил - КоА пос ред с т вом ко ва -
лен т но го свя зы ва ния аце тил - КоА с ок са ло а це та -
том. При этом цит рил - КоА ос та ет ся свя зан ным с
фер мен том. И на ко нец, цит рил - КоА гид ро ли зу ет -
ся до цит ра та и КоА мо ле ку лой во ды, деп ро то ни -
зи ро ван ной His320; при этом кис ло род та кой воды 
ата ку ет цит рил - КоА. Выс во бож де ние КоА и цит ра -
та соп ро вож да ет ся восстановлением от к ры той
кон фор ма ции фер мен та.

Итак, нес мот ря на мно го лет нюю ис то рию
про из вод с т ва ли мон ной кис ло ты пос ред с т вом
фер мен та ции, A. niger и мно гие его фер мен ты до
сих пор ос та ют ся объ ек та ми ис с ле до ва ния. Би о хи -
ми чес кие и мо ле ку ляр но- ге не ти чес кие ха рак те -
рис ти ки, а так же фи зи о ло ги чес кая роль цит рат -
син та зы в клет ках как рас те ний, так и гри бов и по
сей день до кон ца не рас к ры ты, а, ка за лось бы, дос -
ко наль но изу чен ный ме та бо лизм гри ба A. niger
изо би лу ет “бе лы ми пят на ми”. Нап ри мер, не яс но,
име ют ся ли в клет ках гри ба- п ро ду цен та A. niger
ка та ли ти чес ки ак тив ные изо фор мы цит рат син таз
(ци то золь ная, пе рок си сом ная), гены ко то рых
были об на ру же ны при ис с ле до ва нии ге но мов гри -
бов. Если та кие фор мы име ют ся, то пред с то ит вы -
яс нить, ка ко вы их роль и про ис хож де ние, а так же
ка ко ва роль ми то хон д ри аль ной (или дру гих изо -
форм) ЦС в фе но ме не свер х син те за ли мон ной кис -
ло ты у A. niger и не ко то рых дру гих гри бов. До сих 
пор не впол не по нят но, как ре аль но осу щес т в ля ет -
ся ре гу ля ция ЦС в клет ках гри ба, а так же как ре гу -
ли ру ет ся тран с к рип ция, тран с ля ция ЦС и ее тран с -
порт в ми то хон д рии. Пред с то ит под т вер дить су -
щес т во ва ние вза и мо дей с т вия меж ду ЦС и тран с -
пор те ром цит ра та в мем б ра нах ми то хон д рий гри -
бов р. Aspergillus; воз мож но, все фер мен ты ЦТК
су щес т ву ют в виде еди но го МФК, и в та ком слу -
чае не яс но, как осу щес т в ля ет ся ре гу ля ция все го
это го ком п лек са и ка кую роль та кая ре гу ля ция иг -
ра ет в свер х син те зе цит ра та и т.д. В пер с пек ти ве
изу че ние этих воп ро сов при ве дет к соз да нию еще

бо лее эф фек тив ных про ду цен тов не толь ко ор га ни -
чес ких кис лот, но и дру гих важ ных ме та бо ли тов.

По лу че но 23.12.15
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Mo le  cu lar-Ge ne t ic  and Bi  oc he mi cal
Cha rac te  ris  t ics of Cit  ra  te  Syn t  ha se  from the
Cit  ric  Acid Pro du  cing Fun gus As per gil  lus
ni  ger

The re vi ew is de vo ted to the ac hi e ve ments in the in ves ti -
ga ti on of cit ra te syn t ha se, an en zy me that pla ys a key role in cell

me ta bo lism and ca ta ly zes the pro cess of cit ric acid syn t he sis at
the first step of the tri car bo xy lic acid cyc le (TCA). The pri ma ry
in dus t ri al pro du cer of cit ric acid is an As per gil lus ni ger fun gus;
the re fo re, the fun da men tal mo le cu lar-ge ne tic and bi oc he mi cal
cha rac te ris tics of the en zy me from this pro du cer are dis cus sed in
com pa ri son with tho se of ot her euka ry o tes. The in for ma ti on abo -
ut mec ha nisms of the cit ric acid over p ro duc ti on in A. ni ger and its 
evo lu ti o na ry fe a tu res are ana ly zed. The cur rent re vi ew can be hel -
p ful in the de ve lop ment of stra te gy for the de sign of more ef fec ti -
ve or ga nic acids pro du cers.

Key words: As per gil lus ni ger, cit ric acid bi o syn t he sis,
cit ra te syn t ha se.
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