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Ксилан – основной представитель гемицел-
люлоз в зерне и твердой древесине. Он является 
вторым по распространенности после целлюлозы 
возобновляемым полисахаридом в природе. Это 
комплексный полисахарид, основная цепь которо-
го состоит из β-(1-4)-связанного ксилозного ске-
лета с небольшим количеством β- (1-3)-ответвле-
ний [1]. В зависимости от вида растения, из кото-
рого получен ксилан, в состав его побочной цепи 
могут быть включены ацетильные, арабинозные, 
глюкуроновые, метил-глюкуроновые остатки. 
Ксилан из большинства растительных источников 
существует в виде гетерополисахарида, в котором 
к С-2 атомам ксилозы присоединены 4-О-метиль-
ные α-D-глюкуроновые остатки [2].

Степень полимеризации ксиланов раз-
личного происхождения варьирует в преде-
лах  70–200 остатков [3]. Ксилан, выделенный из 

твердой древесины, имеет высокую степень аце-
тилирования (70%) по C 2 и C 3 атомам ксило-
зы, в то время как в ксилане из мягкой древесины 
ацетилирование отсутствует [4]. Ксилан травяни-
стых растений обычно обозначают как арабинок-
силан, в связи с большим содержанием остатков 
арабинозы, которые присоединены к C 2 и C 3 
атомы ксилозы.

Ксилан как источник углерода может исполь-
зоваться многими бактериями и грибами. Для ги-
дролиза ксилана микроорганизмы продуцируют 
несколько ферментов. Основную роль в разруше-
нии ксилана играет ксиланаза (эндо-1,4-β-ксила-
наза, КФ 3.2.1.8), которая катализирует случай-
ный гидролиз ксилана до ксилололигосахаридов. 
Завершает процесс разложения фермент β-кси-
лозидаза (ксилан-1,4-β-ксилозидаза, КФ 3.2.1.37) 
путем высвобождения остатков ксилозы из 
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 нередуцирующих концов ксилололигосахаридов. 
Боковые цепи и ацильные группы ксилана рас-
щепляются двумя ферментами: глюкуронидазой 
(α-глюкозидуроназой, КФ 3.2.1.139) и ацетилкси-
ланэстеразой (КФ 3.1.1.72) [5]. 

Ксиланазы активно используются на практике 
для улучшения свойств кормов животных, в хле-
бопекарной, текстильной и целлюлозобумажной 
промышленности [6, 7]. 

Свойства ксиланаз различного происхожде-
ния существенно различаются, что необходи-
мо учитывать при создании на их основе фер-
ментных препаратов для определенных отраслей 
промышленности.

Традиционно ферментные препараты, в со-
став которых входят ксиланазы, получают на 
основе нерекомбинантных и рекомбинантных 
штаммов грибов рода Trichoderma, Aspergillus 
и Penicillium. Однако грибные штаммы, помимо 
ксиланазы, продуцирует ряд других карбогираз, а 
именно целлюлазу, глюканазу, пектиназу и манна-
назу, что не позволяет использовать их при произ-
водстве моноферментных препаратов.

Сегодня наиболее перспективным является 
создание продуцентов ферментов на основе ре-
комбинантных штаммов метилотрофных дрож-
жей Pichia pastoris. Культуры дрожжей Pichia 
pastoris способны расти до очень высоких плот-
ностей с использованием несбраживаемых 
источников углерода – глицерина, метанола, что 
позволяет получать высокие концентрации гете-
рологичного белка [8]. При этом процесс культи-
вирования метилотрофных дрожжей достаточно 
прост, поскольку их рост не блокируется продук-
тами метаболизма [9].

Однако белки, в том числе и ферменты, син-
тезируемые в клетках в Pichia pastoris, подверга-
ются посттрансляционным модификациям, к ко-
торым относятся различные виды гликозилиро-
вания, что может приводить к существенному 
изменению их свойств по сравнению со свойства-
ми нативных белков. Кроме того, эффективность 
экспрессии белков различного происхождения 
в клетках метилотрофных дрожжей может быть 
различной. Эти аспекты необходимо учитывать 
на стадии планирования работ по созданию ре-
комбинантных штаммов-продуцентов.

Цель нашей работы – исследование и сравне-
ние свойств ксиланаз различного происхождения 
в экспрессионной системе P. pastoris для после-
дующего выбора фермента, обладающего харак-
теристиками, оптимальными для использования 

в кормопроизводстве и перспективного для кон-
струирования на его основе дрожжевого рекомби-
нантного продуцента. 

Из литературных источников известно, что 
ксиланазы различного происхождения в экспрес-
сионной системе Pichia pastoris являются секре-
тируемыми эндо-1,4-β-ксиланазами (EC 3.2.1.8), 
относящимися к семейству GH11. Бактериаль-
ные и грибные ксиланазы изучались ранее и были 
охарактеризованы некоторые их свойства [11–17], 
однако, сравнение свойств этих ферментов в од-
ной экспрессионной системе никогда не проводи-
лось. Кроме того, ксиланазы из Bacillus pumilus, 
Paenibacillus polymyxa, Thermomyces lanuginosus 
в дрожжевой системе метилотрофных дрожжей 
P. pastoris ранее экспрессированы не были.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Микроорганизмы, питательные среды, 
плазмиды 

В качестве источников генов, кодирующих 
ксиланазы, были использованы следующие штам-
мы из коллекции БРЦ ВКПМ: Bacillus pumilus 
ВКПМ В-7975, Paenibacillus polymyxa ВКПМ 
В-3015, Thermomyces lanuginosus ВКПМ F-224, 
Schizophyllum commune ВКПМ F-433.

Для клонирования был использован штамм 
Escherichia coli XL1 Blue (endA1 supE44 thi1 recA1 
gyrA96 relA1 lac hsdR17 F'[proAB lacIqZΔM15 
Tn10]) ВКПМ В-9838.

Для экспрессии в дрожжах был использован 
штамм P. рastoris ВКПМ Y- 2837 (His-) и вектор 
pAOX2-GAP ВКПМ В-13126.

Для культивирования Escherichia coli XL1 Blue 
была использована LB-среда: 5%-ный дрожже-
вой экстракт («Диа-М», Россия), 1%-ный триптон 
(«Диа-М»), 1% NaCl («Химмед»,  Россия). Для 
рос та и экспрессии белков в P. pastoris была ис-
пользована YPD-среда: 1%-ный дрожжевой экс-
тракт («Диа-М»), 1,5%-ный триптон  («Диа-М»), 
2%-ная глюкоза («Химмед»).

Анализ нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей

Нуклеотидные последовательности анализи-
ровали с использованием программы NCBI ORF 
Finder tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ gorf/gorf.
html). Для поиска возможных сигнальных после-
довательностей применялась программа SignalP 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Поиск 
сайтов N-гликозилирования осуществлялся с по-
мощью программы NetNGlyc 1.0 Server. 
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Конструирование рекомбинантных 
экспрессионных плазмид

Суммарную ДНК штаммов Bacillus pumilus 
ВКПМ В-7975 и Paenibacillus polymyxa ВКПМ 
В-3015 выделяли, используя набор для выделения 
ДНК S-Сорб («Синтол», Россия).

Суммарную кДНК штаммов Thermomyces la-
nuginosus ВКПМ F-224 и Schizophyllum commune 
ВКПМ F-433 получали с использованием набора 
для выделения РНК Проба-НК («ДНК-техноло-
гия», Россия).

Для амплификации генов ксиланаз использо-
вали праймеры, приведенные в табл. 1.

Амплифицированные продукты, кодирую-
щие зрелые ферменты ксиланазы, были клони-
рованы в состав вектора pAOX2-GAP, в результа-
те чего были получены рекомбинантные плазми-
ды pAOX2-GAP-XylPum, pAOX2-GAP-XylPaen, 
pAOX2-GAP-XylTherm, pAOX2-GAP-XylSch. 
Последовательности, кодирующие ксиланазы, 
были встроены в рамку считывания с сигнальной 
последовательностью вектора. 

Получение трансформантов и ферментация 
отобранных штаммов P. pastoris

Плазмиды pAOX2-XylPum, pAOX2-XylPaen, 
pAOX2-XylTherm, pAOX2-XylSch были линеа-
ризованы с использованием рестриктазы BglII, 
трансформированы и интегрированы в клетки 
штамма P. рastoris ВКПМ Y-2837 методом элек-
тропорации (http://tools.thermofisher.com/content/
sfs/manuals/pich_man.pdf). Экспрессионные кас-
сеты были встроены AOX2 локус посредством го-
мологической рекомбинации.

Трансформанты выращивали в среде YPD 
в течение 20 ч при 30 °C и аэрации 250 об/мин. 

Клетки пересевали в пробирки со средой YPD в 
соотношении 1:10 и растили в течение 4 сут с аэ-
рацией при 30 °C. Через каждые 24 ч в среду до-
бавляли глюкозу до концентрации 2%.

Культивирование штаммов-продуцентов РрXylPum, 
РрXylPaen, РрXylTherm, РрXylSch проводилась в 
среде YPD в 500 мл колбах в течение 72 ч. Образ-
цы объемом 1 мл отбирались каждые 24 ч.

После окончания ферментации определяли 
активность ферментов в культуральной жидкости. 

Анализ активности ксиланаз
Определение ксиланазной активности прово-

дили в пробе объемом 100 мкл, смешивая 50 мкл 
 1%-ного раствора субстрата ксилана березы в 0,5 М 
ацетатном буфере (рН 6) и 50 мкл образца фермен-
та. Инкубацию проводили при 50 °C 10 мин.

Редуцированные сахара определялись DNS-ме- 
тодом с использованием глюкозы в качестве стан-
дарта [10]. 

За единицу активности фермента принимали 
его количество, которое обеспечивало образова-
ние 1 мкмоль редуцированных сахаров за 1 мин.

Температурный и pH-оптимум действия 
фермента

Оптимум pH определяли инкубацией реком-
бинантного белка использованием в качестве суб-
страта ксилана березы в буферах: 0,5 М глициро-
вый (рН 2–3), 0,5 М ацетатный (рН 4–8), 0,5 М 
трис-буфер (рН 9).

Влияние pH на стабильность ферментов оце-
нивали с использованием буферов с pH 2–9, ис-
пользуя те же буферные системы. 

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

Та бл и ц а  1 
Праймеры, использованные для амплификации генов ксиланаз
Primers used for amplification of xylanase genes

Название микроорганизма Название праймера Последовательность

Bacillus pumilus
XylPum-f 5´-aagaattccaaacgggcgggtcgttttatga-3´
XylPum-r 5´-aagcggccgcttatctttttgtgtaacgca-3´

Paenibacillus polymyxa
XylPaen-f 5´-aagaattcgcggggaatgttttttgggaa-3´
XylPaen-r 5´-aagcggccgcctaattgctcgtgtattttac-3´

Thermomyces lanuginosus 
XylTherm-f 5´-aagaattatgtccaacccaaaacctct-3´
XylTerm-r 5´-aagcggccgcctagttctgaggatccttcaagt-3´

Schizophyllum commune
XylSch-f 5´-aaagaattcatgggcactccctcatcca-3´
XylSch-r 5´-ttaagtcaccgttattgtggcggta-3´
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Температурный оптимум определяли, проводя 
стандартное исследование активности ферментов 
в диапазоне температур 20–70 °C. 

Термостабильность определяли измерением 
остаточной активности ферментов после инкуба-
ции при 70, 80, и 90 °C в течение 10 мин. Остаточ-
ная активность измерялась стандартным методом. 

Субстратную специфичность определяли из-
мерением активности ксиланаз c использовани-
ем в качестве субстрата ксилана березы (Sigma, 
США), арабиноксилана из пшеницы (Megazame, 
США), карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ) («Хим-
мед») и бета-глюкана ячменя (Megazame).

Влияние белковых ингибиторов злаков на 
активность ксиланаз

Ячмень предварительно измельчали до раз-
мера частиц 0,5 мм на мельнице MF 10.1 (IKA, 
Герма ния). Для приготовления экстракта исполь-
зовали 0,1 М ацетатный буфер, рН 6, из расче-
та 100 мл на 20 г измельченного ячменя. Экс-
тракцию проводили в течении 1 ч при 40 оС, 
140  об / мин в термошейкере TS-100C (Biosan, 
Латвия). Полученный экстракт центрифугирова-
ли 5 мин при g 13000.

Эффект устойчивости исследуемых ксиланаз 
к белковым ингибиторам был изучен при 15-ми-
нутной инкубации в присутствии экстракта ячме-
ня при 37 оС с последующим измерением их оста-
точной специфической активности.

Устойчивость к протеолитическим ферментам
Эффект устойчивости к протеалитическим 

ферментам был изучен 15-минутным инкубирова-
нием исследуемых ксиланаз в присутствии 0,1% 
раствора пепсина при рН 2 и 0,1% раствора трип-
сина при рН 7 и температуре 37 оС с последую-
щим измерением их остаточной специфической 
активности.

Белковый электрофорез
Белковый электрофорез проводили в 12%-ном 

полиактиламидном геле в присутствии SDS в ка-
мере для вертикального электрофореза Mini-Pro-
tean Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, США) в те-
чение 1 ч при напряжении 50 В, затем 2–3 ч при 
напряжении 150 В. Окрашивание белков осущест-
вляли с использованием набора Pierce Silver Stain 
Kit (Thermo Scientific, Литва).

Очистка рекомбинантных ксиланаз
Очистку белков проводили с использованием 

колонок Microcon YM-50 (Millipore, Ирландия). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для решения поставленной задачи исследо-
вали ксиланазы различного происхождения в экс-
прессионной системе Pichia pastoris: двух бакте-
риальных – ксиланазы из Bacillus pumilus ВКПМ 
В-7975 и Paenibacillus polymyxa ВКПМ В-3015, 
и двух грибных – ксиланазы из Thermomyces la-
nuginosus ВКПМ F-224 и Schizophyllum commune 
ВКПМ F-433: провели сравнение эффективно-
сти экспрессии соответствующих генов и изучили 
наиболее значимые с технологической точки зре-
ния свойства ферментов: удельную активность, 
субстратную специфичность, термостабильность, 
температурный и pH-оптимум, устойчивость к 
различным значениям pH, устойчивость к протео-
литическим ферментам и белковым ингибиторам 
ксиланаз злаков.

С технологической точки зрения, наиболее 
важными свойствами ферментов, применяемых 
в кормопроизводстве, являются: удельная ак-
тивность, термостабильность, температурный и 
pH-оптимум их действия, устойчивость к различ-
ным значениям pH, устойчивость к протеолити-
ческим ферментам, устойчивость к белковым ин-
гибиторам ксиланаз злаков.

Термостабильность определяется как устой-
чивость ферментов к температурным режимам 
технологических процессов в течение определен-
ного короткого промежутка времени (кратковре-
менное нагревание до температуры 70–90 °C).

Для температурного оптимума работы фер-
ментов характерно быть максимально прибли-
женным к температуре тела животных (38–42 °C). 

 Учитывая условия внутри желудочно-ки-
шечного тракта животных, к кормовым фермен-
там предъявляются требования сохранения ак-
тивности в интервале pH от 2 до 8 с оптимумом 
рН от 4 до 8.

Устойчивость к действию пищеварительных 
протеаз также является необходимым услови-
ем использования ферментов в животноводстве 
[18, 19].

Важным свойством ксиланаз, используемых в 
кормопроизводстве, является также их устойчи-
вость к белковым ингибиторам, присутствующим 
в составе злаков [20].

Экспрессия и ферментация рекомбинантных 
ксиланаз в P. pastoris

Для получения штамма-продуцента необходи-
мо выбрать фермент с высоким уровнем экспрес-
сии в штамме-хозяине.
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Для сравнения эффективности экспрессии 
ксиланаз различного происхождения в клетках 
дрожжей P. pastoris был сконструирован экспрес-
сионный интегративный вектор pAOX2-GAP. 
В состав экспрессионной кассеты вектора вхо-
дил GAP-промотор гена глицеральдегид-3-фос-
фатдегидрогеназы P. pastoris, позволяющий осу-
ществлять высокоуровневую конститутивную 
экспрессию гетерологических генов и сигналь-
ная последовательность α-фактора Saccharomy-
ces cerevisiae для эффективной секреции белков. 
Экспрессионная кассета фланкирована нукле-
отидными последовательностями, длина кото-
рых позволяет осуществлять преимущественно 
однокопийное встраивание в локус гена AOX2  
Pichia pastoris благодаря механизму гомологич-
ной рекомбинации [21].

Фрагменты ДНК, кодирующие зрелые об-
ласти ксиланаз Bacillus pumilus ВКПМ В-7975, 
Paenibacillus polymyxa ВКПМ В-3015, Thermomy-
ces lanuginosus ВКПМ F-224, Schizophyllum com-
mune ВКПМ F-433 были получены методом по-
лимеразной цепной реакции с использованием 
специфических праймеров (см. табл. 1), и клони-
рованы в состав экспрессионного вектора pAOX2-
GAP. Таким образом были сконструированы экс-
прессионные плазмиды  pAOX2-GAP-XylPum, 
pAOX2-GAP-XylPaen, pAOX2-GAP-XylTherm, 
pAOX2-GAP-XylSch, в состав которых входят 
гены эндо-1,4-β-ксиланаз Bacillus pumilus, Paeni-
bacillus polymyxa, Thermomyces lanuginosus и 
Schizophyllum commune, соответственно.

Экспрессионные плазмиды были линеари-
зованы и трансформированы в клетки P. pasto-
ris. Для дальнейших исследований были отобра-
ны клоны, в которых экспрессионные кассеты 
были интегрированы в локус AOX2. Отобранные 
штаммы были названы РрXylPum, РрXylPaen, 
РрXylTherm, РрXylSch. 

Культивирование отобранных штаммов про-
водили в среде YPD в 500 мл колбах в течение 
72 ч с добавлением 2%-ной глюкозы через каж-
дые 24 ч.

Ксиланазная активность в культуральной жид-
кости к концу ферментации для РрXylPum дости-
гала 260 ед/мл, для РрXylPaen – 430 ед/мл, для 
РрXylTherm – 10,5 ед/мл и для РрXylSch – 63 ед/мл.

Анализ рекомбинантных белков
Исследование рекомбинантных ксиланаз прово-

дили методом SDS-PAGE-электрофореза. В качестве 
образцов использовали супернатант культуральных 
жидкостей, содержащих секретируемые белки.

На рис. 1 показано, что молекулярная масса 
секретируемой рекомбинантной ксиланазы из Ba-
cillus pumilus составила примерно 30 кДа, ксила-
назы из Thermomyces lanuginosus – 23 кДа, ксила-
назы из Schizophyllum commune – 22 кДа, ксилана-
зы из Paenibacillus polymyxa – 38 кДа. 

Молекулярная масса рекомбинантных ксила-
наз из Thermomyces lanuginosus и Schizophyllum 
commune совпала с теоретически рассчитанной 
молекулярной массой (22,6 и 21 кДа, соотвествен-
но), в то время как молекулярная масса рекомби-
нантных ксиланаз из Bacillus pumilus и Paeniba-
cillus polymyxa была больше теоретических значе-
ний 22,7 и 20,2 кДа, соответственно (табл. 2).

Вероятно, это связано с гликозилированием 
рекомбинантных белков. Анализ с использовани-
ем программы NetNGlyc 1.0 Server показал, что в 
составе аминокислотной последовательности зре-
лой ксиланазы из Bacillus pumilus присутствуют 
три сайта N-гликозилирования, зрелой ксиланазы 
из Paenibacillus polymyxa – шесть сайтов,  зрелой 

Рис. 1. SDS-PAGE-анализ рекомбинантных ксила-
наз из: 2 – Bacillus pumilus (XylPum); 3 – Thermomy-
ces lanuginosus (XylTherm); 4 – Schizophyllum com-
mune (XylSch); 5 – Paenibacillus polymyxa (XylPaen). 
1 – белковый маркер молекулярной массы

Fig. 1. SDS-PAGE of recombinant xylanases from: (2), 
Bacillus pumilus (XylPum); (3), Thermomyces lanugi-
nosus (XylTherm); (4), Schizophyllum commune (Xy-
lSch); and (5), Paenibacillus polymyxa (XylPaen ). (1), 
protein MM marker
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ксиланазы из Thermomyces lanuginosus – один 
сайт, в составе ксиланазы из Schizophyllum com-
mune сайтов не было выявлено.

SDS-PAGE-анализ показал, что концентрация 
ксиланаз различного происхождения в исследуе-
мых культуральных жидкостях существенно разли-
чается (рис. 1). Так, самая большая концентрация 
наблюдается для рекомбинантных ксиланаз из Ba-
cillus pumilus и Paenibacillus polymyxa, в то время 
как концентрация ксиланаз из Thermomyces lanugi-
nosus и Schizophyllum commune существенно ниже.

Это может свидетельствовать как о различной 
эффективности экспрессии рекомбинантных генов 
ксиланаз, так и об эффективности секреции белков.

Известно, что эффективность секреции мо-
жет быть связана с присутствием в составе ами-
нокислотных последовательностях рекомбинант-
ных белков сайтов N-гликозилирования [22, 23].

Действительно, данные наших исследований 
показали, что наибольшая концентрация белка в 
культуральной жидкости наблюдается для наибо-
лее гликозилированных ксиланаз из Bacillus pumi-
lus и Paenibacillus polymyxa. 

Удельную активность определяли для частич-
но очищенных белков при оптимальных для каж-
дого фермента условиях с использованием кси-
лана березы в качестве субстрата. Концентацию 
белка определяли методом Бредфорд. Наиболь-
шая удельная активность наблюдалась для ксила-
назы из Schizophyllum commune – 1201 ед/мг бел-
ка (см. табл. 2). 

Характеристика рекомбинантных ксиланаз
Характеристики рекомбинантных ксила-

наз были исследованы в культуральных жидко-
стях с использованием ксилана березы в качестве 
субстрата.

рН оптимум. Для определения оптимальных 
условий работы исследуемых ксиланаз были ис-
пользованы буферные растворы с диапазоном рН 
от 2 до 8 (рис. 2).

Исследования показали, что рН оптимум ре-
комбинантной ксиланазы из Bacillus pumilus ра-
вен 6. Фермент был активен при рН от 4 до 9 и 
сохранял более 50% активности при рН от 4,5 до 
8,7. При рН 4 и ниже ферментативной активности 
не наблюдалось

Рекомбинантная ксиланаза из Paenibacil-
lus polymyxa проявляла активность в диапазоне 
рН от 3 до 9 и сохраняла более 50% активности 
при рН от 4,2 до 7,6. pH оптимум был равен 6. 
При рН ниже 3 фермент был неактивен.

рН оптимум рекомбинантной ксиланазы из 
Thermomyces lanuginosus был равен 5. Фермент 
был активен в диапазоне рН от 2 до 9, сохраняя 
50% активности при рН от 3,5 до 7,8. 

рН оптимум рекомбинантной ксиланазы из 
Schizophyllum commune был равен 4. Фермент был 
активен в диапазоне рН от 2 до 8, при этом 50% ак-
тивности сохранялось в диапазоне рН от 2,5 до 7,5.

Та бл и ц а  2 
Характеристики рекомбинантных ксиланаз

Characteristics of recombinant xylanases

Фермент Удельная (специфическая) 
активность, ед/мг белка

Молекулярная масса, кДа 
фактическая рассчитанная

XylPum 746 30 22,7
XylPaen 960 38 20,2
XylTherm 217 23 22,6
XylSch 1201 22 21,0
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Рис. 2. Определение рН оптимума рекомбинантных 
ксиланаз из: 1 – Bacillus pumilus (XylPum); 2 – Ther-
momyces lanuginosus (XylTherm); 3 – Paenibacil-
lus polymyxa (XylPaen); 4 – Schizophyllum commune 
(XylSch)

Fig. 2. pH Optima for recombinant xylanases from: 
(1) Bacillus pumilus (XylPum); (2), Thermomyces la-
nuginosus (XylTherm); (3), Paenibacillus polymyxa 
 (XylPaen); and (4), Schizophyllum commune (XylSch)
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Таким образом, исследования показали, что 
рН оптимум всех исследованных ксиланаз соот-
ветствовали технологическим требованиям, необ-
ходимым для использования их в качестве кормо-
вых ферментов.

Температурный оптимум. Определение опти-
мальных температур работы рекомбинантных кси-
ланаз проводили в диапазоне от 20 до 80 оС (рис. 3).

Температурный оптимум ксиланазы из Bacil-
lus pumilus – 55 оС. Активность выше 80% от мак-
симального уровня сохранялась в диапазоне от 
45 до 75 оС и резко снижалась при более высоких 
или более низких температурах.

Температурный оптимум ксиланазы из Paeni-
bacillus polymyxa определен в диапазоне 40–50 оС. 
Уровень активности фермента выше 80% сохра-
нялся в пределах от 20 до 55  оС и резко снижался 
при более высоких температурах.

Температурный оптимум ксиланазы из Ther-
momyces lanuginosus равнялся 70 оС, при этом ак-
тивность выше 80% сохранялась в диапазоне от 
55 до 80 оС и резко снижается при более низких 
температурах.

Температурный оптимум ксиланазы из Schizo-
phyllum commune находился в диапазоне от 40 до 
50 оС. Уровень активности фермента выше 80% 
сохранялся при температуре 20–60 оС.

Исследования показали, что наиболее опти-
мальными свойствами обладают рекомбинантные 
ксиланазы из Paenibacillus polymyxa и Schizophyl-
lum commune, специфическая активность которых 
при оптимальных для кормопроизводства темпе-
ратурах составляла 98–100%, в то время как этот 
показатель для рекомбинантных ксиланаз из Ba-
cillus pumilus и Thermomyces lanuginosus не пре-
вышал 65%.

рН-стабильность. Влияние pН на стабиль-
ность ферментов было изучено инкубировани-
ем исследуемых ксиланаз в буферах с pН 2–9 
при 37 °C 30 мин с последующим измерением их 
специфической активности. На рис. 4 видно, что 
все четыре ксиланазы показали высокие уровни 
рН-стабильности (стабильная активность при рН 
от 3 до 9). При рН 2 все ферменты показали незна-
чительное снижение активности. Таким образом, 
по данному показателю исследуемые ксиланазы 
могут быть использованы в кормопроизводстве.

Термостабильность. Для исследования тер-
мостабильности рекомбинантные ксиланазы под-
вергали прогреванию при 70 °C, 80 °C и 90 °C в 
течение 10 мин, после чего измеряли их остаточ-
ную специфическую активность (рис. 5).

Результаты исследований показали, что реком-
бинантная ксиланаза из Bacillus pumilus обладает 

Рис. 3. Определение температурного оптимума ре-
комбинантных ксиланаз: 1 – из Thermomyces lanugi-
nosus (XylTherm); 2 – из Schizophyllum commune 
(XylSch); 3 – из Bacillus pumilus (XylPum); 4 – из 
Paenibacillus polymyxa (XylPaen)

Fig. 3. Temperature optima for recombinant xylane-
ses from: (1), Thermomyces lanuginosus (XylTherm); 
(2), Schizophyllum commune (XylSch); (3), Bacil-
lus pumilus (XylPum); and (4), Paenibacillus polymyxa 
(XylPaen)
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Рис. 4. Стабильность рекомбинантных ксиланаз в 
зависимости от значений pH: 1 – рекомбинантная 
ксиланаза XylPum из Bacillus pumilus; 2 – XylTherm 
из Thermomyces lanuginosus; 3 – XylPaen из Paeniba-
cillus polymyxa; 4 – XylSch из Schizophyllum commune

Fig. 4. pH-Stability of recombinant xylanases from: (1), 
Bacillus pumilus (XylPum); (2), Thermomyces lanugi-
nosus (XylTherm); (3), Paenibacillus polymyxa (Xyl-
Paen); and (4), Schizophyllum commune (XylSch)
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низкой термостабильностью – остаточная актив-
ность этого фермента не превышала 6%, 1% и 0% 
после прогревания при 70 °C, 80 °C и 90 °C, соот-
ветственно. Рекомбинантная ксиланаза из Paeni-
bacillus polymyxa проявляла умеренную термо-
стабильность, так как остаточная активности при 
десятиминутном прогревании составила 45, 36 и 
17%, соответственно температуре прогрева 70 °C, 
80 °C и 90 °C. Рекомбинантная ксиланаза из Ther-
momyces lanuginosus показала очень высокую тер-
мостабильность ее остаточная активность была 
зафиксирована на уровне 100, 98,7 и 90,3%. Оста-
точная активность рекомбинантной ксиланазы из 
Schizophyllum commune 19, 1 и 0% указывала на 
низкую термостабильность данного фермента.

Устойчивость к пищеварительным фер-
ментам. Эффект устойчивости к протеалитиче-
ским ферментам был изучен 15-минутным инку-
бированием исследуемых ксиланаз в присуствии 
 0,1%-ного раствора пепсина при рН 2 и 0,1%-ного 
раствора трипсина при рН 7 с последующим из-
мерением их специфической активности (рис. 6).

Остаточная специфическая активность ксила-
назы из Bacillus pumilus  после воздействия трип-
сина и пепсина составила 88 и 90% соответствен-
но, ксиланазы из Paenibacillus polymyxa – 78 и 
83%, ксиланазы из Thermomyces lanuginosusм – 96 
и 97%, ксиланф из Schizophyllum commune – 96 и 

74%. Таким образом, все исследуемые ферменты 
были достаточно устойчивы к действию пищева-
рительных протеаз. 

Устойчивость к белковым ингибиторам кси-
ланаз злаков. Рекомбинантные ксиланазы подвер-
гали воздействию белковых ингибиторов, содержа-
щихся в экстракте зерен ячменя, с последующим 
измерением остаточной специфической активности 
ферментов. Инкубация в присутствии экстракта зе-
рен ячменя не привела к уменьшению активности 
исследованных рекомбинантных ферментов более 
чем на 10%, что говорит об их высокой устойчиво-
сти белковым ингибиторам ксиланаз злаков.

Субстратная специфичность рекомбинант-
ных ксиланаз. Субстратная специфичность явля-
ется важной характеристикой фермента. Сравне-
ние специфической активности рекомбинантных 
ксиланаз проводили с использованием следу-
ющих субстратов: ксилан березы, арабинокси-
лан, карбоксиметилцеллюлоза (КМ-целлюлоза) и 
β-глюкан ячменя (табл. 3).

Все исследованные рекомбинантные ксилана-
зы показали самую большую специфичность при 
использовании в качестве субстрата ксилана бере-
зы. Специфичность к арабиноксилану была суще-
ственно ниже – от 46,9% от максимального уров-
ня для ксиланазы из Bacillus pumilus до 59,2% для 
ксиланазы из Schizophyllum commune. 

Рис. 5. Термостабильность рекомбинантных ксила-
наз при нагревании до 70 °C (2), 80 °C (3) и 90 °C (4). 
1 – контроль без прогрева

Fig.5. Thermal stability of recombinant xylanases, 
when heated to 70 °C (2), 80 °C (3) and 90 °C (4).  
1 – control without heating
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Рис. 6. Устойчивость рекомбинантных ксиланаз к 
пищеварительным ферментам. 1 – контроль без воз-
действия пищеварительных ферментов; 2 – воздей-
ствие трипсина; 3 – воздействие пепсина

Fig. 6. Resistance of recombinant xylanases to diges-
tive enzymes: (1), control (without digestive enzymes); 
(2), effect of trypsin; and (3), effect of pepsin
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β-глюкан ячменя и целлюлоза гидролизова-
лись гораздо в меньшей степени.

При выборе фермента, используемого в кормо-
производстве, важное значение имеет его способ-
ность гидролизовать арабиноксилан, так как ара-
биноксилан является основным некрахмальным 
полисахаридом, входящим в состав зерен злаков.

Полученные данные дают основание утвер-
ждать, что все четыре исследованные ксиланазы 
потенциально могут быть использованы как фер-
менты кормовых добавок, так как их способность 
гидролизовать арабиноксилан близка или превы-
шает 50% от максимального уровня.

Результаты данной работы позволили прове-
сти сравнение ксиланаз различного происхожде-
ния в единой экспрессионной системе P. pastoris 
с соблюдением условий одинакового места инте-
грации и копийности экспрессионной кассеты в 
составе хромосомы штамма-хозяина и отобрать 
белок с оптимальными свойствами для создания 
на его основе рекомбинантного дрожжевого про-
дуцента, который будет эффективно использо-
ваться в кормопроизводстве.

Так, дрожжевой штамм, созданный на осно-
ве рекомбинантной ксиланазы из Bacillus pumilus 
ВКПМ В-7975 (XylPum), является достаточно про-
дуктивным. Ген, кодирующий фермент, способен 
эффективно экспрессироваться в клетках дрож-
жей, в процессе ферментации белок эффективно 
секретируется в культуральную жидкость, имеет 
достаточно высокую удельную активность, прояв-
ляет высокую рН стабильность, высокую устойчи-
вость к пищеварительным ферментам и белковым 
ингибиторам ксиланаз зерна, способен к гидроли-
зу арабиноксилана. Однако его низкая термоста-
бильность, узкий рабочий диапазон рН и рабочий 
диапазон температур, не соответствующий темпе-
ратуре тела сельскохозяйственных животных, по-
казывают, что использование этого фермента в ка-
честве компонента комбикормов нецелесообразно.

Исследование рекомбинантной ксиланазы из 
Paenibacillus polymyxa ВКПМ В-3015 (XylPaen) 
показало, что дрожжевой штамм, созданный на 
основе этого фермента, является продуктивным, 
ген, кодирующий фермент, способен эффективно 
экспрессироваться в клетках дрожжей, в процес-
се ферментации белок эффективно секретируется 
в культуральную жидкость, имеет высокую удель-
ную активность, проявляет высокую рН стабиль-
ность, высокую устойчивость к пищеваритель-
ным ферментам и белковым ингибиторам ксила-
наз зерна, способен к гидролизу арабиноксилана. 
Кроме того, рабочий диапазон рН и рабочий диа-
пазон температур фермента и его умеренная тер-
мостабильность соответствуют технологическим 
требованиям, предъявляемым к ксиланазам, ис-
пользуемым в качестве кормовых добавок к ком-
бикормам сельскохозяйственных животных. 

Рекомбинантная ксиланаза из Thermomy-
ces lanuginosus ВКПМ F-224 (XylTerm) отлича-
лась очень высокой термостабильностью, широ-
ким рН диапазоном, высокой рН стабильностью, 
устойчивостью к пищеварительным ферментам и 
белковым ингибиторам ксиланаз зерна, способе-
ностью к гидролизу арабиноксилана. Однако ра-
бочий температурный диапазон данного энзи-
ма не соответствует температуре тела сельскохо-
зяйственных животных. Фермент имеет низкую 
удельную активность. Кроме того, дрожжевой 
штамм, созданный на основе этого фермента, яв-
ляется малопродуктивным, концентрация белка в 
культуральной жидкости низкая, возможно из-за 
недостаточной эффективности экспрессии гена, 
кодирующего данный фермент, и низкой эффек-
тивности секреции белка в культуральную жид-
кость в процессе ферментации. 

Рекомбинантная ксиланаза из Schizophyl-
lum commune ВКПМ F-433 (XylSch) обладает вы-
сокой удельной активностью, широким диапазо-
ном рабочих рН и температур, проявляет  высокую 

Та бл и ц а  3 
Субстратная специфичность рекомбинантных ксиланаз

Substrate specificity of recombinant xylanases

Субстрат
Активность, %

XylPum XylPaen XylTherm XylSch
Ксилан березы 100 100 100 100
Арабиноксилан 46,9 47,5 56,7 59,2
КМ-целлюлоза 0,6 3,9 9,3 0,8
β-глюкан ячменя 1,2 6,9 10,0 9,2
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рН стабильность, высокую устойчивость к пище-
варительным ферментам и белковым ингибито-
рам ксиланаз зерна, способен к гидролизу ара-
биноксилана, однако проявляет низкую термо-
стабильность. Кроме того, дрожжевой штамм, 
созданный на основе этого фермента, является не-
достаточно продуктивным, возможно из-за недо-
статочной экспрессии ген, кодирующий фермент, 
или недостаточной секрецией белка в культураль-
ную жидкость, связанной, возможно, с отсутстви-
ем гликозилирования.

Таким образом, оптимальный фермент, об-
ладающий свойствами, необходимыми для ис-
пользования его в качестве кормовой добавки и 
для эффективной экспрессии в клетках дрожжей 
P pastoris – это ксиланаза из Paenibacillus poly-
myxa (XylPaen).

Работа выполнена при финансовой под-
держке государства в лице Минобрнауки Рос-
сии (Уникальный идентификатор проекта – 
RFMEFI60717X0180) с использованием УНУ – На-
циональный биоресурсный центр «Всероссийская 
коллекция промышленных микроорганизмов» 
НИЦ «Курчатовский институт» – ГосНИИгенетика.
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Abstract–The expression of the genes for endo-1,4-β-xylanase from Bacillus pumilus VKPM Â-7975, 
Paenibacillus polymyxa VKPM Â-3015, Thermomyces lanuginosus VKPM F-224, and Schizophyllum 
commune VKPM F-433, members of the family of 11 glycohydrolases, in the expression system of Pichia 
pastoris has been assessed. Such technologically valuable characteristics of the recombinant hydrolases, 
as specific activity, pH and thermal stability, temperature and pH optima, resistance to digestive enzymes 
and xylanase protein inhibitors from cereals, and substrate specificity were investigated. It was shown that 
the enzyme from Paenibacillus polymyxa has the highest biotechnological potential for the creation of 
xylanases on the basis of the recombinant Pichia pastoris yeast strains in order to use them in the fodder 
production.
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