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Фитазы (мио-инозит-гексакисфосфат-фосфо-
гидролазы) катализируют последовательный ги-
дролиз фитата с отщеплением неорганического 
фосфата. Добавление фитаз в комбикорма позво-
ляет повысить усвоение фосфора в гастроэнте-
ральном тракте моногастричных животных и сни-
зить его выделение в окружающую среду [1]. 
Для  использования в промышленности фитазы 
должны обладать высокой удельной активностью, 
способностью работать в условиях желудочно-ки-
шечного тракта животных, иметь устойчивость к 
кратковременному действию высоких температур 
при гранулировании комбикормов (60–80 °С).

В настоящее время фитазы получают микро-
биологическим синтезом. Все чаще для создания 
промышленных штаммов-продуцентов использу-

ют дрожжи Pichia pastoris. Они обладают мощ-
ными системами экспрессии генов и секреции ре-
комбинантных белков.

В промышленности получили использование 
фитазы как грибного, так и бактериального про-
исхождения. Грибные фитазы характеризуются 
высокой термостабильностью, но низкими значе-
ниями удельной активности. Удельные активно-
сти грибных фитаз составляют от 23 до 196 ед/мг 
белка [2]. Фитаза из Aspergillus fumigatus сохраня-
ет 90% активности при 100 °С в течение 20 мин, 
но значение ее удельной активности составляет 
43 ед/мг белка [3]. В настоящее время все чаще 
в коммерческих препаратах используют бакте-
риальные фитазы из-за их высокой удельной ак-
тивности. Однако при температурах > 70 °С 
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Фитазы широко используются для улучшения питательных свойств комбикормов. Благодаря 
высокой удельной активности фитаза PhyА-Cf из Citrobacter freundii представляет особый интерес 
для агробиотехнологии. Для снижения инактивации фермента во время гранулирования корма 
при 60–80 °С была увеличена термостабильность фитазы PhyА-Cf методом сайт-направленного 
насыщающего мутагенеза. Мутантные гены клонировали в вектор рР10 под GAP-промотор и 
экспрессировали в клетках дрожжей Pichia pastoris. По сравнению с ферментом дикого типа, 
вариант K46M/K138E показал 35%-ное увеличение термостабильности при 80 °C в течение 10 мин. 
Анализ пространственной модели фермента показал, что существенное влияние на изменение 
термостабильности белка оказала замена K138E, расположенная на поверхности фермента в 
области петли с высоко неупорядоченной структурой «coil». Было показано, что введенные мутации 
не оказывают существенного влияния на промышленно значимые характеристики фермента, в том 
числе удельную активность, температурный и рН профили.
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Список сокращений: среда LB – лизогенный бульон (богатая среда для роста культур бактерий); среда YPD – дрожжевой экс-
тракт пептон декстроза (ростовая среда, содержащая 20 г/л глюкозы); GAP – промотор глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназы.
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термостабильность бактериальных фитаз низкая 
и требует модификации. Таким образом, актуаль-
ной задачей становится получение бактериаль-
ных фитаз с повышенной термостабильностью.

Фитаза из Citrobacter freundii имеет высокий 
потенциал для промышленного применения благо-
даря ее устойчивости к действию пепсина и трип-
сина, высокой удельной активности (2770 ед/мг), 
способности работать при рН и температуре, со-
ответствующих физиологическим условиям пи-
щеварительного тракта животных. Однако термо-
стабильность фермента низкая, он практически 
полностью инактивируется при воздействии тем-
пературы 80 ºС в течение 10 мин [4].

Существуют различные подходы к увеличе-
нию термостабильности белков: направленная 
эволюция (методы «допускающей ошибки» ПЦР, 
«ДНК-шаффлинга»), полурациональный дизайн 
(создание консенсусных последовательностей, ме-
тод сайт-насыщающего направленного мутагене-
за), рациональный дизайн (метод сайт-направлен-
ного мутагенеза) [4–7]. Так, используя стратегию 
направленной эволюции, методом «допускающей 
ошибки» ПЦР получена мутантная рекомбинант-
ная фитаза E. coli с увеличением термостабиль-
ности при 80 ºС на 20% [8] и на 23,3% при 85 ºС 
[9]. Однако данный подход требует создания очень 
больших библиотек мутантных генов, и, обычно, с 
этой целью используют экспрессионную систему 
E. coli, и только после отбора перспективных вари-
антов их тестируют в системе дрожжей P. pastoris. 

Рациональный и полурациональный дизайн 
позволяют тестировать мутантные формы фер-
ментов сразу в дрожжах P. pastoris [10].

Рациональный дизайн дает хорошие резуль-
таты, когда известна пространственная структура 
фермента. Этот подход зависит от точности пред-
сказаний аминокислотных замен в определенных 
сайтах с использованием специализированных 
биоинформационных ресурсов. Так, удалось повы-
сить термостабильность фитаз AppA E. coli и PhyA 
Aspergillus niger, для которых известна третичная 
структура (11–14]. Однако для фитазы из C. freundii 
пространственная структура не известна.

Полурациональный дизайн представляет ком-
бинацию методов направленной эволюции и ра-
ционального дизайна и основан на случайном му-
тагенезе сайтов-мишеней, выбранных в ходе те-
оретических исследований. Он дает неплохие 
результаты по увеличению термостабильности 
белков, третичная структура которых не извест-
на. В настоящее время для изучения таких фермен-
тов применяются методы компьютерного моде-

лирования, которые позволяют понять простран-
ственное положение аминокислотных остатков в 
молекуле белка. Так, основываясь на гомологии 
аминокислотных последовательностей фитаз из 
Citrobacter braakii, Hafnia alvei и E. coli, была смо-
делирована пространственная модель фитазы из C. 
braakii, что позволило выбрать сайты для мутаге-
неза и получить термостабильный фермент [15]. В 
лаборатории авторов, используя принципы полу-
рационального конструирования, на основе фита-
зы из C. freundii был получен мутантный вариант 
фермента с аминокислотными заменами V41D/
K46M/P128S, термостабильность которого возрос-
ла на 32% по сравнению с исходным значением [4].

Основываясь на анализе пространственной струк-
туры, можно выделить общие факторы, определяю-
щие стабильность белков [16–18] – это количество 
водородных связей и ионных взаимодействий, сни-
жение конформационной деформации, улучшение 
упаковки гидрофобного ядра. Влиять на приведен-
ные выше факторы возможно путем замен аминокис-
лотных остатков, расположенных только в значимых 
регионах пространственной структуры ферментов 
[17]. Поиск таких аминокислотных остатков и реги-
онов для конкретных ферментов с целью увеличения 
их термостабильности является актуальной задачей.

Цель настоящей работы состояла в улучше-
нии термостабильности фитазы из C. freundii пу-
тем полурационального конструирования (амино-
кислотные замены введены методом сайт-направ-
ленного насыщающего мутагенеза).

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Реактивы
Триптон, пептон, дрожжевой экстракт, глю-

коза были получены от компании «ДиаЭМ» (Рос-
сия), все ферменты для молекулярных работ – от 
фирмы Fermentas (Литва), фитат натрия – от Sig-
ma (Швейцария), соли и другие реагенты (реак-
тивы отечественного производства марки хч или 
чда) – от фирмы «Химмед» (Россия).

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)]). Культуру 
растили при 37 °С в среде LB, г/л: триптон – 10; 
дрожжевой экстракт – 5; NaCl – 5; если необходи-
мо, добавляли ампициллин (Sigma, США) в кон-
центрации 100 мкг/мл.
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УВЕЛИЧЕНИЕ ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТИ ФИТАЗЫ

Штамм P. pastoris (his4-) ВКПМ Y-2837 был 
получен из Всероссийской коллекции промыш-
ленных микроорганизмов (ВКПМ). Культуру 
дрожжей P. pastoris растили при 30 °С на среде 
YPD, г/л: пептон – 20; дрожжевой экстракт – 15; 
глюкоза – 20. Все плотные среды содержали агар 
в концентрации 20 г/л.

Для отбора трансформантов P. pastoris исполь-
зовали минимальную среду М9 следующего со-
става, г/л: Na2HPO4 – 6; KH2PO4 – 3; NaCl – 0,5; 
NH4Cl – 1; MgSO4 7H2O – 0,65; CaCl2 – 0,111; агар – 
20; глюкоза – 20; витамины и микроэлементы [19].

Сайт-направленный насыщающий мутагенез 
Мутации в гене рhyA-C3 [4], кодирующем фи-

тазу PhyA-Cf3, получали методом сайт-направлен-
ного насыщающего мутагенеза [20] с помощью 
мегапраймеров ПЦР в две стадии. Сначала ам-
плифицировали фрагменты гена с необходимыми 
мутациями для замены аминокислотного остат-
ка в положении 116 зрелой части белка, исполь-
зуя соответствующие пары праймеров PhyCf-t-F/
PhyCfmod-t-R и PhyCfmod-t-F/PhyCf-t-R (табл. 1), 
где «nnn» соответствует кодону одной из 19 ами-
нокислот. Далее полученные фрагменты разделя-
ли гельэлектрофоретически, очищали и использо-
вали в качестве мегапраймеров для ПЦР-синтеза 
целых ДНК-последовательностей, включая соот-
ветствующую пару внешних праймеров PhyCf-t-F, 
PhyCf-t-R (табл. 1). Полученные таким образом 
мутантные гены клонировали, трансформировали 
и экспрессировали в дрожжах P. pastoris.

Конструирование экспрессионных 
интегративных плазмид, получение 
трансформантов

Для конструирования плазмид использовали 
экспрессионный вектор рР10 [21], содержащий 
в своем составе конститутивный промотор GAP, 
сигнал секреции ά-фактор дрожжей S. cervisiae, 
селективный маркер HIS4. Мутантные гены рас-
щепляли эндонуклеазами рестрикции по сай-
там EcoRI и NotI и клонировали в вектор рР10. 

Выделение и очистку ПЦР-продуктов проводили 
с использованием набора GeneJET Gel Extractin 
Kit #KO692 (Fermentas, Литва). Все стандарт-
ные генно-инженерные манипуляции (обработ-
ка ДНК-ферментами, лигирование, трансформа-
ция клеток E. coli) проводились в соответствии с 
методиками [22]. Выделение хромосомной ДНК 
проводили с использованием комплекта регентов 
для экспресс-выделения ДНК «ДНК-экспресс» 
(«Синтол», Россия). Присутствие соответствую-
щих мутаций проверяли секвенированием.

Полученные рекомбинантные плазмиды рас-
щепляли эндонуклеазой рестрикции BglII и транс-
формировали в клетки P. pastoris, согласно прото-
кола Kit #28662 (Invitrogen). Трансформанты от-
бирали по способности расти на минимальной 
среде М9 без источника гистидина. Наличие инте-
грационной кассеты в составе хромосомы транс-
формантов определяли методом ПЦР с использо-
ванием праймеров PhyCf-t-F, PhyCf-t-R (табл. 1).

Отбор трансформанта, продуцирующего 
мутантную фитазу с повышенной 
термостабильностью

Трансформанты помещали в 96-луночные 
планшеты с ростовой средой YPD, содержащей 
20  г/л глюкозы, и выращивали в термостатируе-
мом шейкере при 28 ºС и 250 об/мин в течение 
48 ч. Из каждой лунки отбирали аликвоты и пе-
реносили в другие 96-луночные планшеты, под-
ходящие для прогрева при 80 °С в течение 10 мин 
в приборе Mastercycler gradient 5331 (Eppendorf). 
Прогретые планшеты охлаждались при 4 °С в те-
чение 30 мин. Далее репликатором часть жидко-
сти из прогретых и соответствующих непрогре-
тых планшетов переносили на квадратные чашки, 
содержащие твердую агаризованную среду сле-
дующего состава: 1,5% агарозы, 1% фитата Na и 
0,5% CaCl2, 0,2 М ацетатный буфер рН 4,5. Термо-
стабильность фитаз оценивали, исходя из сравне-
ния интенсивности и размера зоны просветления 
вокруг мест нанесения прогретой и непрогретой 
культуральной жидкости, содержащей фитазы.

Та бл и ц а  1
Праймеры, использованные в работе
Primers used in the work

Праймер Последовательность (5′→3′)
PhyCf-t-F aggaattcgaagagcagaacggtatgaaact
PhyCf-t-R agcggccgcttattccgtaactgcacactc
PhyCfmod-t-F caagtgcattatcagnnngatga
PhyCfmod-t-R tttcttcatcnnnctgataat



36

ГОРДЕЕВА и др.

Biotechnology, 2018, V. 34, No. 6

Ферментация отобранного трансформанта

Для получения инокулята трансформанты вы-
ращивали в жидкой питательной среде YPD с до-
бавлением 20 г/л глюкозы в течение 24 ч. Затем 
полученным инокулятом засевали пробирки со 
средой YPD, содержащей 20 г/л глюкозы, в соот-
ношении 1:10, и выращивали при 28 °С в течение 
48 ч. Отбирали аликвоту, клетки осаждали цен-
трифугированием, супернатант анализировали на 
наличие фитазной активности.

Выделение и очистка мутантной фитазы  
с повышенной термостабильностью

Культуральную жидкость центрифугирова-
ли при g 14000 в течение 10 мин. К супернатан-
ту добавляли равный объем 0,5М глицин-HCl бу-
фера (рН 2,0) и выдерживали при 37 °С в течение 
30 мин. Образец центрифугировали при g 14000 в 
течение 10 мин, супернатант очищали от остатков 
соли и низкомолекулярных компонентов на уста-
новке Amicon (Merck, Германия) через мембрану 
с порогом отсечения 30 кДа и разбавляли 10 мМ 
натрий ацетатным буфером рН 4,5. Полученный 
раствор наносили на катионообменную колонку 
HiTrap SP  5мл (GE Healthcare, Швеция), предва-
рительно уравновешенную 10 мМ натрий ацетат-
ным буфером рН 4,5. Элюцию осуществляли ли-
нейным градиентом хлорида натрия (от 0 до 1М) 
в том же буфере. Фракцию, вышедшую отдель-
ным пиком и проявившую фитазную активность, 
собирали и анализировали. Концентрацию очи-
щенного белка определяли методом Бредфорда 
с использованием, согласно инструкции, набора 
фирмы ДиаЭМ (Россия) и бычьего сывороточного 
альбумина в качестве стандарта (ДиаЭМ).

Определение фитазной активности
Фитазную активность определяли по на-

коплению в реакционной смеси свободного 
фосфат-иона, детектируемого модифицированным 
методом Фиске‒Субарроу [23]. 100 мкл раствора 
фермента (супернатанта) инкубировали с 900 мкл 
раствора субстрата (2% фитата натрия в 0,2 М аце-
татном буфере, рН 4,0) при 37 °С в течение 30 мин. 
Количество освобожденного неорганического 
фосфата анализировали, добавляя 1000 мл крася-
щего реагента (свежеприготовленной смеси, со-
стоящей из четырех объемов 1,5%-ного молибда-
та аммония в 5,5% (об.) серной кислоты и одного 
объема 2,5%-ного водного раствора сульфата же-
леза (II)) и измеряя оптическую плотность раство-
ра при 700 нм на спектрофотометре Versamax read-

er (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). За еди-
ницу фитазной активности принимали количество 
фермента, способного высвободить 1 мкмоль не-
органического фосфата из фитата натрия в 1 мин.

Определение свойств и кинетических 
характеристик мутантной фитазы

Для определения рН-профиля фермента ис-
пользовали следующие 0,2М буферные растворы: 
глицин-HCl (рН 3,0–3,5), Na-ацетатный (4,0–5,5) 
и трис–HCl (pH 6,0).

Для определения температурного оптимума 
ферментативная активность измерялась в интер-
вале температур от 35 до 60 °C. 

Для определения термостабильности фермен-
та, культуральную жидкость, содержащую фитазу, 
прогревали при различных температурах в интер-
вале 45–80 °C в течение 10 мин. и затем охлаждали 
30 мин для ренатурации белков. Остаточную фи-
тазную активность измеряли при 37 oC при pH 4.0 
и сравнивали с активностью контроля – образца, не 
подвергавшегося действию высоких температур.

Кинетические параметры определялись со-
гласно методу двойных обратных величин Лайну-
ивера‒Берка. Реакцию проводили в 0,2 М ацетат-
ном буфере, рН 4,0 при 37 °C в интервале времени 
от 2 до 15 мин, используя растворы фитата натрия 
с различной концентрацией от 0,125 до 5 мМ в ка-
честве субстрата. Все измерения проводились не-
зависимо в трех повторностях (Р˂0,05).

Структурный анализ мутантной фитазы
Моделирование трехмерных структур фитаз 

PhyA-Cf3 и PhyCf-t осуществляли с помощью 
сервера SWISS MODEL (http://swissmodel.expasy.
org/). Структурный анализ пространственных мо-
делей фитаз проводили с использованием про-
граммы Swiss-PdbViewer 3.7.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор сайта для проведения мутагенеза 
Данные о пространственной структуре и ами-

нокислотных последовательностях белков позво-
ляют успешно выбирать сайты для проведения 
сфокусированного мутагенеза и изменять термо-
стабильность ферментов [24].

В качестве исходной матрицы для определения 
сайта-мишени была выбрана полученная ранее в 
нашей лаборатории мутантная фитаза PhyA-Cf3, 
сконструированная путем введения замены K46M 
(в зрелой части белка положение 24) в аминокис-
лотную последовательность фитазы PhyA-Cf из 
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C. freundii, которая привела к увеличению тер-
мостабильности фермента PhyA-Cf3 на 12% по 
сравнению с нативным [4]. С помощью сервера 
SWISS-MODEL была построена пространствен-
ная модель фермента PhyA-Cf3 (рис. 1a) и опреде-
лены области, соответствующие петлям, располо-
женным на поверхности белка (рис. 1b). Матрицей 
для построения послужила 3D структура высоко-
гомологичной (98%) фитазы из C. braakii.

Все большее число исследований показыва-
ют, что потенциальными сайтами, изменения в ко-
торых приводят к повышению термостабильности 
белка, являются области c нерегулярной структу-
рой, особенно «флуктуирующие петли» [25–27]. 
Считается, что подвижные регионы имеют относи-
тельно малое количество контактов с другими ами-
нокислотами, поэтому большие флуктуации вну-
три таких областей, вызванные нагреванием, по-
тенциально могут способствовать проникновению 
воды в гидрофобное ядро белка, вызывая его дена-
турацию. Экспериментальные исследования и дан-
ные компьютерного моделирования показывают, 
что стабилизация флуктуирующих регионов вну-
три белковой глобулы не оказывает существенно-
го влияния на ее устойчивость к нагреванию [28]. 
Петли с высокой степенью флуктуации, как пра-
вило, обнаруживаются на поверхности белка, тог-
да как петли, расположенные внутри белковой гло-
булы, имеют тенденцию к меньшей подвижности. 

Было показано, что в процесс частичного развора-
чивания белка прямо вовлекаются регионы, распо-
ложенные на поверхности, влияя на кинетическую 
стабильность [29]. Большая часть поверхностных 
аминокислотных остатков не принимает непосред-
ственного участия в каталитической активности, и 
поэтому поверхностные мутации, обычно, не ока-
зывают существенного влияния на удельную актив-
ность ферментов. Таким образом, петли, располо-
женные на поверхности белка, могут служить хоро-
шими мишенями для получения термостабильных 
ферментов методами белковой инженерии.

Для проведения мутагенеза была выбрана об-
ласть петли A105–N136 зрелой части фитазы 
PhyA-Cf3, расположенная на поверхности белка 
(рис. 1). Петли представляют собой разнообразный 
класс структур, включающий как четко определен-
ные витки, так и более неупорядоченные случай-
ные клубки «coil». Регион A10–N136 представля-
ет подвижную петлю, доступную для сольватации 
в области E119–K120, которая содержит неупо-
рядоченные случайные клубки «coil» и изобилу-
ет поворотами и изгибами (рис. 2). Для проведе-
ния сайт-направленного насыщающего мутагенеза 
был выбран аминокислотный остаток лизина в по-
ложении 116 зрелой части белка (К116) (рис. 1b), 
так как он располагается в области петли с высоко 
неупорядоченной структурой «coil» и изгиба, об-
разованного без участия водородной связи (рис. 2).

Рис. 1. 3D структура фермента PhyA-Cf3, построенная с помощью сервера SWISS-MODEL. a – пространственная 
модель; b – область петли в белковой глобуле 

Fig. 1. The 3D structure of the PhyA-Cf3 creating by SWISS-MODEL: (a), the protein model; (b), he loop region in the pro-
tein globule

a b
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Сайт-направленный насыщающий 
мутагенез, отбор фитазы с повышенной 
термостабильностью

Одним из методов, позволяющим вводить му
тации в выбранный сайт и с успехом генериро-
вать нуклеотидные последовательности с задан-
ными мутациями является сайт-направленный 
насыщающий мутагенез [30].

Были получены мутантные последовательно-
сти гена рhyA-C3, кодирующего фитазу PhyA-Cf3 
и клонированы в интегративный экспрессионный 
вектор рР10 [21] под контролем конститутивного 
GAP-промотора. Для секреции фермента в культу-
ральную жидкость в векторе предусмотрен сигналь-
ный пептид, представляющий из себя пре-про-по-
следовательность ά-фактора дрожжей S.  cervisiae. 
Были сконструированы плазмиды, которые расще-
пляли эндонуклеазой рестрикции BglII и получали 
экспрессионные кассеты, которыми трансформи-
ровали дрожжи P. pastoris. Полученные трансфор-
манты выращивали в плашках в жидкой питатель-
ной среде YPD c 2%-ной глюкозой в течение 48 ч. 
Скрининг ферментов с повышенной термостабиль-
ностью проводили с помощью чашечного теста [4] 
на среде с фитатом кальция.

В результате проведенного скрининга был 
отобран единственный клон, продуцирующий фи-
тазу PhyCf-t с повышенной термостабильностью. 
Секвенирование нуклеотидной последовательно-
сти показало, что в результате мутаций в трипле-
те, кодирующем лизин, произошла замена К116Е 
в аминокислотной последовательности зрелой ча-
сти белка. Таким образом, полученная мутант-

ная аминокислотная последовательность отлича-
лась от нативной последовательности фитазы из 
C.  freundii заменами К46М/K138E (К24/K116E 
для зрелой части белка).

Очистка и характеристика рекомбинантной 
фитазы PhyCf-t

Рекомбинантная фитаза PhyCf-t была очище-
на в два этапа: на первом белки осаждали путем 
подкисления культуральной жидкости до рН 2, 
что не оказывало влияния на фермент благодаря 
его кислотоустойчивости; на втором этапе белок 
был очищен до электрофоретической однородно-
сти методом катионообменной хроматографии. 

Удельные активности и кинетичекие харак-
теристики очищенного нативного (PhyA-Cf) [4] 
и мутантного (PhyCf-t) ферментов представле-
ны в табл. 2.

Как видно из табл. 2, удельная активность 
PhyCf-t уменьшилась незначительно (~17%), зна-
чение константы Михаэлиса не изменилось, не-
сколько увеличилась эффективность катализа. 
Таким образом, мутантный фермент PhyCf-t су-
щественно не изменил свои промышленно-цен-
ные характеристики. 

Оптимум рН 
Была изучена активность рекомбинантной фи-

тазы PhyCf-t при различных значениях рН (рис. 3).
Как видно из рис. 3а, оптимальное значение рН 

для работы фермента PhyCf-t не изменилось и на-
блюдалось при значении 4,0. Однако было обнару-
жено сужение рабочего интервала рН. Аналогич-
ное изменение рабочего интервала рН наблюдалось 

Рис. 2. Элементы вторичных структур области A105–N136 (подчеркнута красным цветом), предсказанные с исполь-
зованием сервера SWISS-MODEL. Н – α-спираль; Т – неспецифический поворот, образованный водородной связью; 
G – трехвитковая спираль; Е – «складка», параллельная или антипараллельная β-листу; С – неупорядоченный слу-
чайный клубок «coil»; S – изгиб, образованный без участия водородной связи. Рамкой выделен К116

Fig. 2. Secondary structural elements of A105 – N136 (red underline), predicted by SWISS-MODEL: H – right-handed 
α-helix; T – hydrogen bonded unspecified turn; G – 3-turn helix; E – extended strand in parallel and/or anti-parallel β-sheet 
conformation; C – coil, residues which are not in any of the above conformation; S – bend, the only non-hydrogen-bond 
based assignment; К116 is in square
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у мутантных термостабильных фитаз AppA2 E. coli 
K46E и K65E/K97M/S209G, остаточная фитазная 
активность которых после прогрева при 80 ºС в те-
чение 10 мин составляла 60% [8]. Подобный эф-
фект был обнаружен у мутантной термостабильной 
фитазы из C. freundii V41D/K46M/P128S [4].

Свойство фитазы PhyCf-t гидролизовать фи-
тат в кислых условиях с оптимумом рН 4,0 позво-
лит ей эффективно работать в гастроэнтеральном 
тракте животных [1, 31].

Температурный оптимум и термостабильность
Как видно из графика (рис. 3b), температур-

ный профиль фитазы PhyCf-t изменился не значи-
тельно, оптимум наблюдался при 50 ºС. Извест-
но, что физиологическая температура свиней со-
ставляет около 39 ºС [32], а бройлеров – 42  ºС 
[33]. Из графика, представленного на рис. 3b, вид-
но, что при 40 ºС фитаза PhyCf-t проявляет более 
70% от максимальной активности. Таким обра-
зом, предполагается, что фермент PhyCf-t будет 
эффективно работать в организме животных.

Была изучена термостабильность рекомби-
нантной фитазы PhyCf-t. Как видно из графика на 
рис. 4, фитаза PhyCf-t сохраняла более 60% актив-
ности после прогрева при 60 ºС. После инкубации 
в течении 10 мин при 80 ºС мутантный фермент 
PhyCf-t сохранял 38% от исходной активности, 
в то время как фермент дикого типа PhyA-Cf  – 
3% активности. Таким образом, по сравнению с 
ферментом дикого типа, фитаза PhyCf-t показала 
35%-ное увеличение термостабильности.

Структурный анализ мутантной фитазы 
С помощью сервера SWISS-MODEL была 

смоделирована пространственная структура фи-
тазы PhyCf-t и выделена область петли, вклю-
чающая мутацию К116Е. Используя програм-
му Swiss-PdbViewer 3.7, для фитаз PhyA-Cf3 и 
PhyCf-t были предсказаны конформационные из-
менения и возможные водородные связи в обла-
сти петли Q115–T121 зрелой части белка (рис. 5).

Как видно из рис. 5a, остаток лизина в 116 по
зиции фитазы PhyA-Cf3 не образует водородных 

Рис. 3. Активность фитаз при различных значениях рН (а) и температуры (b). 1 – PhyA-Cf (нативная), 2 – PhyCf-t 
(мутантная)

Fig. 3. Activity of phytases at various pH (a) and temperatures (b). 1 – PhyA-Cf, 2 – PhyCf-t

Та бл и ц а  2
Сравнение характеристик ферментов

Comparison of enzyme characteristics

Фитаза Km, мкМ kкат, мин-1 kкат/Km, мин-1мкМ -1 U, ед/мг
PhyA-Cf 254,77±14,53 99,7±3,52 391±24 2770±8
PhyCf-t 248,32±12,11  107±2,06 431±16   2303±10

Примечание: Km – константа Михаэлиса; kкат – константа катализа; U ‒ удельная активность; kкат/Km ‒ эффективность катализа.
Note: Km – Michaelis constant; kкат – reaction rate constant; U ‒ specific activity; kкат/Km ‒ catalysis efficiency.
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связей с другими аминокислотами. Замена К116 на 
глутаминовую кислоту привела к формированию 
новой водородной связи между E116 и глутами-
новой кислотой в 118 позиции. Водородная связь 
между Т121 и М130, находящаяся в PhyA-Cf3, 
оказалась разорванной в фитазе PhyCf-t, однако, 
возникла новая водородная связь между остатком 
треонина 121 и пролином в 123 позиции.

В настоящее время известно, что термоста-
бильность фермента находится в прямой зависи-
мости от количества водородных связей в молеку-
ле [5]. Так, замены К65Е и G344D в фитазе AppA2 
E. coli привели к образованию новых водородных 
связей и увеличению термостабильности фермен-
та [8]. Также было продемонстрировано, что кис-
лотные остатки Е65 и D344 расположены в обла-
сти петли на поверхности белка. В  работе Xiang 
et al. было показано, что критическими областями 
для термостабильности фитазы из A. fumigatus так-
же являются регионы поворотов и/или петель, рас-
положенные на поверхности белка и вовлеченные 
в рефолдинг [34]. Кроме того, фитаза из A. fumig-
atus является более термостабильной, чем фитаза 
из A. niger благодаря наличию в ее молекуле боль-
шего количества водородных связей и солевых мо-
стиков, образованных кислотными остатками [34].

Таким образом, формирование новых водо-
родных связей между E116–Е118 и Т121–Р123 
могло оказать существенное влияние на термо-
стабильность фитазы PhyCf-t.

Глутаминовая кислота является высокополяр-
ным соединением и способна участвовать в фор-
мировании солевых мостиков. Влияние введения 
дополнительных солевых мостиков в глобулу фи-
тазы AppA E. coli на ее термостабильность было 
отмечено в работах [35, 36]. Можно предполо-
жить, что остаток глутаминовой кислоты в 116 по-
зиции фитазы PhyCf-t может также участвовать в 
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Рис. 4. Остаточная фитазная активность после про-
грева при различных температурах в течение 10 мин. 
1 – PhyA-Cf, 2 – PhyCf-t

Fig. 4. Residual phytase activity after heating at vari-
ous temperatures for 10 min. 1 – PhyA-Cf, 2 – PhyCf-t

a b
Рис. 5. Предсказанные пространственные структуры области петли Q115–T121 для фитазы PhyA-Cf3 (a) и мутант-
ной PhyCf-t (b). Красным цветом отмечены атомы кислорода, синим – атомы азота, зеленой пунктирной линией отме-
чены предсказанные водородные связи

Fig. 5. Structural prediction in the loop Q115–T121 residual interactions for PhyA-Cf3 (a) и PhyCf-t (b). Red color – atoms 
of oxygen, blue – atoms of nitrogen, green dotted lines represent the hydrogen bond interactions
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формировании нового солевого мостика в моле-
куле и оказывать влияние на перераспределение 
электронной плотности, улучшая термостабиль-
ность фермента посредством стабилизации ло-
кальных взаимодействий между аминокислотны-
ми остатками в молекуле белка.

Итак, в ходе работы была значительно улуч-
шена термостабильность фитазы из C. freundii пу-
тем введения методом сайт-направленного насы-
щающего мутагенеза замены K138E в дополнение 
к мутации К46М. Была показана существенная 
роль аминокислотной замены в регионе петли с 
высоко неупорядоченной структурой «coil», рас-
положенной на поверхности глобулы, в измене-
нии термостабильности фермента.

Работа выполнена при финансовой государ-
ственной поддержке в лице Министерства на-
уки и высшего образования Российской Феде-
рации (Уникальный идентификатор проекта  
RFMEFI57917X0145) с использованием УНУ – На-
циональный биоресурсный центр «Всероссийская 
коллекция промышленных микроорганизмов» 
НИЦ «Курчатовский институт» – ГосНИИгенетика.
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Abstract–Phytases are widely used to improve the mixed fodder properties. Due to its high specific 
activity, a PhyА-Cf phytase from Citrobacter freundii is of special interest for agrobiotechnology. In order 
to decrease the thermal sensitivity of the enzyme during the fodder granulation at 60–80 °C, the thermal 
stability of the phytase was enhanced by the method of site-directed saturation mutagenesis. The mutant 
genes were cloned in a pP10 vector under the control of the GAP promoter and expressed in the cells 
of Pichia pastoris yeast. A mutant variant of the enzyme, K46M/K138E, showed a 35% increase in the 
thermal stability (10 min at 80 °C) as compared to phytase from the wild type strain. The analysis of 
the 3D model of the enzyme showed that the substitution of K138E located at the enzyme surface in the 
region of a loop with a highly irregular structure (so-called coil) exerted a significant effect on changing 
the protein thermal stability. It was shown that the introduced mutations had no noticeable effect on the 
industrially valuable enzyme characteristics including specific activity, temperature and pH profiles.
Key words: phytase from Citrobacter freundii, thermal stability, Pichia pastoris yeast, site-directed 
saturation mutagenesis.
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