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Ксиланы являются одними из основных струк-
турных компонентов клеточной стенки растений и 
составляют примерно треть возобновляемой рас-
тительной биомассы на Земле [1]. Это гетеропо-
лимеры, которые состоят из линейной цепочки со-
единенных β-1,4-гликозидными связями остатков 
D-ксилозы, частично ацетилированных и имею-
щих в боковых цепях заместители в виде остатков 
D-глюкуроновой кислоты, α-L-ара би нозы, феру-
ловой и пара-кумаровой кислот [2, 3]. Структура 
ксиланов существенно зависит от вида растений.

Главными компонентами комплекса фермен-
тов, осуществляющих деструкцию ксиланов в при-
роде, являются эндо-1,4-β-ксиланазы (КФ 3.2.1.8). 
Ксиланазы широко применяют в процессах био-
конверсии лигноцеллюлозных отходов, в цел-

люлозно-бумажной промышленности, при произ-
водстве комбикормов для животных и птиц [4, 5].

Основными источниками ксиланаз являются 
микроорганизмы – бактерии, археи, микроскопи-
ческие грибы и дрожжи [6, 7].

Однако не все ксиланазы обладают свойства-
ми, необходимыми для их промышленного при-
менения: высокой удельной активностью, доста-
точной термостабильностью, а также устойчи-
востью по отношению к белковым ингибиторам 
злаков. Последние оказывают негативное дей-
ствие на ксиланазы при использовании этих фер-
ментов в качестве компонентов комбикормов [8]. 
Поэтому поиск новых ксиланолитических фер-
ментов и исследование их свойств является акту-
альной задачей.
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Описана гетерологическая экспрессия и характеристика новой ксиланазы из Pyromyces finnis. 
Эндо-1,4-β-ксиланаза XylP (EC 3.2.1.8) состоит из 223 аминокислот и 19 остатков предполагаемого 
сигнального пептида в N-концевой области. Аминокислотная последовательность зрелого белка 
имеет наибольшую гомологию с последовательностью нативного каталитического N-терминального 
домена эндо-1,4-β-ксиланазы из Neocallimastix patriciarum (84%). Синтетическая нуклеотидная 
последовательность, кодирующая зрелый белок XylP, была экспрессирована в Pichia pastoris. 
Очищенный рекомбинантный фермент показал активность на ксилане березы и арабиноксилане. 
При использовании ксилана березы в качестве субстрата оптимальный pH – 5, а оптимальная 
температура – 50 °C. Значение удельной активности ксиланазы составило 4700 ед/мг белка, Km 
и Vmax имели значения 0,51 мг/мл и 7395,3 мкмоль/мин·мг, соответственно. Рекомбинантный 
белок XylP показал умеренную термостабильность и высокую рН-стабильность, устойчивость к 
пищеварительным ферментам и белковым ингибиторам ксиланаз зерна. Показано также, что ионы 
Mg2+, Со2+ и Li+ оказывают позитивное влияние на активность фермента.
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симетилцеллюлоза.
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Из литературных данных следует, что ана-
эробные грибы семейства Neocallimastigomycota, 
выделенные из рубца животных, производят ком-
плекс гидролитических ферментов, позволяющих 
разрушать клеточную стенку растений, высво-
бождая питательные вещества [9]. Кроме того, цел-
люлолитические ферменты у анаэробных грибов 
обладают значительно большей удельной активно-
стью, чем таковые у аэробных грибов [10–13].

Для данной группы микроорганизмов описа-
ны все известные ферменты гидролиза целлюлоз 
и гемицеллюлоз клеточных стенок растений, та-
ких как β-глюканы, маннаны и ксиланы [14–18], 
что подтверждает высокий потенциал анаэроб-
ных грибов в качестве источника высокоэффек-
тивных гидролитических ферментов. Однако, 
анаэробные грибы не могут быть использованы в 
промышленном производстве ферментов из-за их 
строго анаэробного и медленного роста. Поэтому 
создание рекомбинантных штаммов-продуцентов 
ферментов из анаэробных грибов на основе высо-
коэффективных дрожжевых экспрессионных си-
стем является актуальной задачей.

Попытки конструирования рекомбинантных 
штаммов- продуцентов ферментов из анаэробных 
грибов на основе дрожжей (Saccharomyces cerevi-
siae, Hypocrea jecorina, Pichia pastoris и P. metha-
nolica) описаны во многих литературных источ-
никах, однако, часто продуктивность штаммов 
оказывалась невысокой или рекомбинантные бел-
ки были каталитически неактивны  [19–22]. Воз-
можно, это связано с низкой эффективностью 
экспрессии гетерологических генов, с неопти-
мальным выбором штамма-реципиента, штам-
ма-хозяина или генно-инженерных конструкции.

Цель данного исследования – клонирова-
ние и экспрессия гена, кодирующего ксиланазу 
из анаэробного гриба Pyromyces finnis, относя-
щегося к семейству Neocallimastigomycota и вы-
деленного из рубца жвачных животных, в экс-
прессионной системе метилотрофных дрожжей 
P. pastoris и исследование свойств рекомбинант-
ного фермента

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Микроорганизмы, питательные среды, 
плазмиды

Для генно-инженерных работ был исполь-
зован штамм Escherichia coli XL1-Blue (endA1 
supE44 thi1 recA1 gyrA96 relA1 lac hsdR17 
F′[proAB lacIqZΔM15 Tn10], ВКПМ В-9838.

Для экспрессии в дрожжевой системе был ис-
пользован штамм P. pastoris ВКПМ Y- 2837 (His-) 
и вектор pAOX2-GAP, ВКПМ В-13126. 

LB среда (0,5% дрожжевой экстракт (« Диа-М»,  
Россия), 1% триптон («Диа-М»), 1% NaCl («Хим-
мед», Россия)) была использована для культи-
вирования Escherichia coli XL1 Blue. YPD среда 
(1% дрожжевой экстракт («Диа-М»), 1,5%-ный 
триптон («Диа-М»), 2%-ная глюкоза («Химмед») 
была использована для роста и экспрессии проте-
ина в P. pastoris.

Анализ нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей

Для анализа нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей были использованы програм-
мы BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
и NCBI ORF Finder tool (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/gorf/gorf.html). Для поиска консервативных до-
менов использована программа CD-search (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), для 
поиска возможных сигнальных последовательно-
стей – программа SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.
dtu.dk/services/SignalP/). Множественное выравни-
вание последовательностей осуществляли с помо-
щью программы CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/
clustalw). Для исследования трехмерных струк-
тур ферментов был использован сервер SWISS- 
MODEL (http://swissmodel.expasy.org) и база NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.
cgi?RID=XGGZ1VF0014&mode=all), для поис-
ка сайтов гликозилирования – сервер NetNGlyc 1.0 
Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

Синтез гена и оптимизация кодонов
Аминокислотная последовательность предпо-

лагаемой ксиланазы Pyromyces finnis (GenBank: 
ORX45769.1) была преобразована в нуклеотидную 
при помощи сервиса предсказания нуклеотидной 
последовательности по аминокислотной (http://
molbiol.ru/scripts/01_19.html). Оптимизация кодон-
ного состава гена проводилась в программе Gen-
Script (https://www.genscript.com/tools/rare-codon-
analysis). Для синтеза гена использовали метод, ос-
нованный на олигонуклеотидах и описанный ранее 
[23]. Синтетический ген xylP был секвенирован и 
депонирован в Genbank под номером MN066163.

Конструирование рекомбинантной 
экспрессионной плазмиды

Фрагмент ДНК, кодирующий зрелый белок 
XylP, был амплифицирован методом ПЦР с ис-
пользованием Pfu ДНК-полимеразы (Fermentas), 
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двух праймеров XylPf-f 5´-aaagaattccaatctttctgttcttct-
gcttct-3´ и XylPf-r 5´-aaagcggccgc ttagatgtaaaccttagcg-
tatgggaagtc-3´. Амплифицированный продукт, коди-
рующий зрелый фермент ксиланазу, был клониро-
ван в состав вектора pAOX2-GAP [24], в результате 
чего была получена рекомбинантная плазмида, 
pAOX2-GAP-XylPf. Последовательность, кодиру-
ющая ксиланазу, была встроена в рамку считыва-
ния с сигнальной последовательностью вектора.

Экспрессия гена, кодирующего  
ксиланазу XylР, в P. pastoris и выбор наиболее 
продуктивного клона

Плазмида pAOX2-GAP-XylPf была линеари-
зована с использованием эндонуклеазы рестрик-
ции BglII и трансформирована в клетки штамма 
P. pastoris ВКПМ Y-2837 методом электропорации 
(http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/
pich_man.pdf). Экспрессионная кассета была 
встроена в AOX2 локус посредством гомологич-
ной рекомбинации.

Рекомбинантные штаммы выращивали в среде 
YPD в течение 20 ч при 30 °C и аэрации 250  об / мин, 
затем клетки пересевали в пробирки со средой YPD 
в соотношении 1:10 и растили в течение 4 сут при 
тех же условиях. Через каждые 24 ч добавляли 2% 
глюкозы. После окончания ферментации определя-
ли активность фермента в культуральной жидко-
сти. Штамм с самой высокой ксиланазной активно-
стью использовали для дальнейших исследований.

Очистка рекомбинантной ксиланазы
Очистка ксиланазы проводилась с использо-

ванием метода гель-хроматографии [25] на колон-
ке Superdex 75-HR. Образцы культуральной жидко-
сти были приготовлены с помощью диализа против 
буфера (50 мM трис-HCl; pH 7,0; 0,5 M NaCl) в те-
чение ночи, cконцентрированы на установке Ami-
con через мембрану с порогом отсечения 10 кДа и 
нанесены на колонку, уравновешенную при помо-
щи такого же буфера. Фракции, собранные с колон-
ки, анализировали с помощью ПААГ-электрофоре-
за в денатурирующих условиях по методу Лэмли. 
 Количество белка на выходе из колонки измеряли 
с помощью УФ-детектора при длине волны 280 нм. 
Фракции, соответствующие пику ксиланазы отби-
рали для дальнейшего анализа. Количество бел-
ка определяли по методу Бредфорда согласно ин-
струкции к Bradford Reagent B 6916 (Sigma, США)

Белковый электрофорез
Белковый электрофорез проводили в 12%-ном 

полиактиламидном геле в присутствии SDS в камере 

для вертикального электрофореза Mini-Protean Tetra 
Cell (Bio-Rad Laboratories, США) 1 ч при напряже-
нии 50 В, затем 2–3 ч при напряжении 150 В. Окра-
ску белков проводили с использованием  0,1%-ного 
раствора Кумасси голубого R250 («Диа-М»).

Анализ ферментативной активности
Определение активности ксиланазы проводи-

ли, смешивая 50 мкл 1%-ного раствора субстрата 
ксилана березы в 0,5 М ацетатном буфере (рН 5) и 
50 мкл раствора фермента. Инкубацию проводи-
ли при 50 °C в течение 10 мин.

Редуцированные сахара определяли ДНС-ме-
тодом с использованием глюкозы в качестве стан-
дарта [26].

Единица активности фермента определялась 
как количество фермента, требуемого для образо-
вания 1 мкМ редуцированных сахаров за 1 мин.

Субстратную специфичность определяли из-
мерением активности c использованием в каче-
стве субстрата ксилана березы (Sigma), арабино-
ксилана из пшеницы (Megazame, США), карбок-
симетилцеллюлозы (КМЦ) («Химмед»), лихенина 
(Serva, Германия) и β-глюкана ячменя (Megazame).

Исследование влияния белковых  
ингибиторов злаков 

Ячмень предварительно измельчали до раз-
мера частиц 0,5 мм на мельнице «MF 10.1» (IKA, 
Германия). Для приготовления экстракта исполь-
зовали 0,1 М ацетатный буфер рН 6 из расче-
та 100 мл буфера на 20 г измельченного ячменя. 
Экстракцию проводили в течении 1 ч при 40 °С 
при перемешивании 140 об/мин в термошейкере 
 TS-100C (Biosan, Латвия). Полученный экстракт 
центрифугировали 5 мин при 2000 g.

Эффект устойчивости был изучен 15-минут-
ным инкубированием фермента в присутствии 
экстракта ячменя при 37 °С с последующим изме-
рением остаточной специфической активности.

Характеристика рекомбинантного белка Xyl1
Оптимум pH определяли инкубацией очищен-

ного рекомбинантного белка XylР c использовани-
ем в качестве субстрата ксилана березы в буфер-
ных растворах: 0,5 М глициновый (рН 2–3), 0,5 М 
ацетатный (рН 4–6), 0,5 М трис-HCl (рН 7–9).

Влияние pH на стабильность XylР оценивали 
при значениях pH 2–9, используя те же буферные 
системы. 

Температурный оптимум определяли, проводя 
стандартное исследование активности фермента в 
диапазоне температур 30–80 °C.
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Термостабильность была определена изме-
рением остаточной активности фермента после 
инкубации при 70, 80, и 90 °C в течение 10 мин. 
Остаточная активность измерялась по методике, 
описанной выше.

Определение влияния ионов металлов и хими-
ческих реактивов на реакции гидролиза ксилана 
березы проводилось измерением активности фер-
мента в буфере с добавлением 1мМ соответству-
ющих реагентов.

Km и Vmax рекомбинантного XylР определяли 
согласно методу двойных об ратных величин Лай-
нуивера-Берка, измеряя активность фермента при 
50 °C в 0,5 М ацетатном буфере рН 5 с исполь-
зованием 2,5–10 мг/мл ксилана березы в качестве 
субстрата.

Эффект устойчивости к протеолитическим 
ферментам был изучен 30-минутным инкубиро-
ванием XylР при 37 °С в присутствии 0,1%-ного 
раствора пепсина (рН 2) и 0,1%-ного раство-
ра трипсина (рН 7) с последующим измерением 
остаточной активности.

Все измерения производились независимо в 
трех повторностях (p< 0,05).

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

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В качестве объекта исследования была выбра-
на приведенная в базе данных GenBank аминокис-
лотная последовательность белка из ана эробного 
гриба Pyromyces finnis семейства Neocallimastigo-
mycota, выделенного из рубца жвачных животных 
(GenBank: ORX45769.1). Компьютерный анализ 
данной последовательности, проведенный с по-
мощью программы поиска консервативных до-
менов CD-search (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Structure/cdd/wrpsb.cgi) дал возможность предпо-
ложить, что белок имеет признаки, соответствую-
щие эндо-1,4-β-ксиланазам. 

Анализ аминокислотной последовательности 
с использованием программы SignalP 4.1 позво-
лил определить возможную сигнальную после-
довательность, которая составила 19 N-концевых 
аминокислот. Таким образом, была определена 
последовательность зрелого белка XylР (рис.1).

Анализ аминокислотной последовательно-
сти на основании множественного выравнивания, 
анализ пространственной структуры, проведен-
ный с использованием информационных ресурсов 
базы данных NCBI, а также анализ трехмерной 
модели XylР, предсказанной с использованием 
сервера SWISS-MODEL на основании структуры 
наиболее гомологичного  нативного каталитиче-
ского N-терминального домена эндо-1,4-β-ксила-
назы из Neocallimastix patriciarum [27], позволи-
ли выявить аминокислоты консервативного моти-
ва гидролаз семейства GH11 (рис. 2).

На основании аминокислотной последова-
тельности была разработана и синтезирована оп-
тимизированная нуклеотидная последователь-
ность, представляющая собой область, кодирую-
щую зрелый белок ксиланазы XylP. Оптимизация 
нуклеотидной последовательности проводилась в 
соответствии с частотой встречаемости кодонов 
метилотрофных дрожжей P. pastoris. 

Для экспрессии рекомбинантного бел-
ка XylР в P. pastoris был использован вектор 
 pAOX2-GAP, в состав экспрессионной кассеты 
которого входит GAP промотор гена глицераль-
дегид-3-фосфатдегидрогеназы P. pastoris, позво-
ляющий осуществлять высокоуровневую консти-
тутивную экспрессию гетерологичных генов, и 
сигнальная последовательность α-фактора Sac-
charomyces cerevisiae для эффективной секре-
ции белков. В качестве области интеграции экс-
прессионной кассеты в хромосому дрожжевых 
клеток была использована последовательность 
гена AOX2 P. pastoris.

Нуклеотидная последовательность, кодиру-
ющая область зрелого белка XylР, была ампли-
фицирована методом ПЦР с  использованием  

Рис. 1. Аминокислотная последовательность XylР. Подчеркнута возможная сигнальная последовательность. Крас-
ным цветом выделены возможные сайты N-гликозилирования

Fig. 1. The amino acid sequence XylР. Underlining indicates a possible signal sequence; in red, possible sites of 
N-gly co sylation

MKFSQFIPVALSFATSALAQSFCSSASHSGQSVKETGNKVGSIGGVGYEMWADSGNNSATFYS 
DGSFSCSFSNAKDYLCRSGLSFDSTQSHSQIGHMYADFKLVKQNIANVDYSYVGIYGWTRN 
PLVEFYIVDNWLSQYRPGDWVGNKKHGDFIIDGAQYTVFENTRFGPSIDGDTQFKQYF 
SIRQTPRDCGTIDISAHFAQWEKLGMTMGKMHEAKVLGEAGSNGAGTSGTADFPYAKVYI
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праймеров XylPf-f и XylPf-r и клонирована в 
единую рамку считывания с сигнальной по-
следовательностью α-фактора. Таким образом, 
была сконструирована экспрессионная плазмида 
pAOX2-GAP-XylP.

Экспрессионная плазмида была линеаризо-
вана и трансформирована в клетки P. pastoris. 
Трансформант XylP-28 показал самую высокую 
ксиланазную активность среди 319 положитель-
ных клонов.

Ферментация штамма XylP-28 проводилась 
в 500-мл колбе в течение 120 ч. Образцы объ-
емом 1 мл отбирались каждые 24 ч. Результа-
ты SDS-PAGE-анализа показали, что повыше-
ние концентрации рекомбинантного белка XylP 
происходило с увеличением времени фермента-
ции. Повышение уровня накопления фермента в 
культуральной жидкости коррелировало с уве-
личением ксиланазной активности. Фермента-
тивная активность к концу ферментации дости-
гала 830 ед/мл.

Рекомбинантный белок был очищен методом 
гель-хроматографии. По результатам проведенно-
го SDS-PAGE-электрофореза, молекулярный вес 
очищенного рекомбинантного фермента соста-
вил 30 кДа, что несколько больше, чем теоретиче-
ски рассчитанный вес – 24,5 кДа (рис. 3). Предпо-
ложительно, это связано с посттрансляционными 
модификациями белка в дрожжевых клетках, вы-
званными гликозилированием. Как показал ана-

лиз аминокислотной последовательности, про-
веденный с использованием программы NetNG-
lyc 1.0 Server, в составе белка XylР присутствует 
один сайт N-гликозилирования Asn-X-Ser/Thr [28] 
(рис. 1).

Очищенный рекомбинантный фермент 
XylP показал высокую удельную активность 

Рис. 2. Выравнивание аминокислотных последовательностей ксила назы Pyromyces finnis (XylP) и родственного фер-
мента – нативного каталитического N-терминального домена эндо-1,4-β-ксиланазы из Neocallimastix patriciarum. 
Красным цветом выделены аминокислоты консервативного мотива гидролаз семейства GH11. (*) – идентичные ами-
нокислотные остатки во всех последовательностях в выравнивании; (:) – консервативные аминокислотные замены 
(.) – полуконсервативные аминокислотные замены

Fig. 2. Alignment of amino acid sequences of XylР (xylanase from Pyromyces finnis) and related enzymes from Neocallimas-
tix patriciarum, native catalytic N-terminal domain of endo-1,4-β-xylanase. Amino acids of a conservative motif of GH11 
family hydrolases are highlighted in red. (*), identical amino acid residues in all sequences in alignment; (:), conservative 
amino acid substitutions; (.), semi-conservative amino acid substitutions

N. patriciarum  AEFQSFCSSASHSGQSVKVTGNKVGTIGGVGYELWADSGNNSATFYSDGSFSCTFQNAGD
XylP            ---QSFCSSASHSGQSVKETGNKVGSIGGVGYEMWADSGNNSATFYSDGSFSCSFSNAKD
                   *************** ******:*******:*******************:*.** *

N. patriciarum  YLCRSGLSFDSTKTPSQIGRMKADFKLVKQNSSNVGYSYVGVYGWTRSPLVEYYIVDNWL
XylP            YLCRSGLSFDSTQSHSQIGHMYADFKLVKQNIANVDYSYVGIYGWTRNPLVEFYIVDNWL
                ************:: ****:* ********* :**.*****:*****.****:*******

N. patriciarum  SPFPPGDWVGNKKHGSFTIDGAQYTVYENTRTGPSIDGDTTFNQYFSIRQQARDCGTIDI
XylP            SQYRPGDWVGNKKHGDFIIDGAQYTVFENTRFGPSIDGDTQFKQYFSIRQTPRDCGTIDI
                * : ***********.* ********:**** ******** *:******* .********

N. patriciarum  SAHFDQWEKLGMTMGKLHEAKVLGEAGNVNGGASGTADFPYAKVYIGD
XylP            SAHFAQWEKLGMTMGKMHEAKVLGEAGSNGAGTSGTADFPYAKVYI--

          **** ***********:**********. ..*:*************  

Рис. 3. SDS-PAGE-анализ белка XylP. 1 – очищен-
ный XylP; 2 – неочищенный XylP; M – белковый 
маркер молекулярной массы

Fig. 3. SDS-PAGE analysis of XylP protein: lane 1, pu-
rified XylP protein; lane 2, unpurified XylP protein; M, 
standard protein molecular weight (Thermo Scientific)
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(4700  ед / мг белка). По этому показателю иссле-
дуемый белок лишь незначительно уступает кси-
ланазе из Neocallimastix patriciarum (4889,9 ед/мг 
белка), которая относится к числу наиболее ак-
тивных ферментов этого класса [27]. 

Кинетические параметры фермента были 
определены в результате проведения гидролитиче-
ской реакции с использованием ксилана березы в 
качестве субстрата. Реакции проводились при оп-
тимальных условиях: pН 5 и 50 °C. Km и Vmax, име-
ли значения 0,51 мг/мл и 7395,3  мкмоль / мин·мг, 
соответственно. Полученные данные позволя-
ют утверждать, что исследуемый фермент имеет 
большее сродство с субстра том (ксилан) по срав-
нению с ксиланазой из N. рatriciarum, величина 
Km которой равна 0,89 мг/мл.

Характеристики рекомбинантного XylР были 
исследованы также с использованием ксилана бе-
резы в качестве субстрата.

Исследования показали, что рН-оптимум ре-
комбинантной ксиланазы XylР равен 5 (рис. 4a). 
Фермент был активен в интервале рН от 3,6 до 9 и 
сохранял более 50% активности при рН от 4,3 до 
6,8. При значениях рН ≤ 3,5 ферментативная ак-
тивность не наблюдалась.

Изучение влияния температуры на активность 
XylР показало, что температурный оптимум фер-
мента равен 50 °C, при этом в диапазоне темпера-
тур от 43 до 65 °С активность фермента составля-
ет не менее 80% (рис. 4b).

Эффект pН на стабильность XylР был изучен 
инкубированием фермента в буферных растворах 
с различными значениями pН при 37 °C в тече-
ние 30 мин с последующим измерением остаточ-
ной ферментативной активности. Фермент был 
устойчив в широком pН диапазоне, при этом бо-
лее 80% активности сохранялось после инкубиро-
вания ксиланазы в интервале pH 3 – 9 (рис. 5а).

Была изучена устойчивость фермента к высо-
ким температурам: остаточная активность после 
прогревания очищенного XylР при 70, 80 и 90 °C 
в течение 10 мин составила 26,9, 14,4 и 1%, соот-
ветственно (рис. 5b).

Белок XylP был достаточно устойчив к пи-
щеварительным ферментам. После обработки 
пепсином и трипсином в соответствующем буфе-
ре при 37 °C в течение 30 мин остаточная актив-
ность фермента составляла 78 и 82%. (рис. 5c). 

Рекомбинантный белок XylP подвергали воз-
действию белковых ингибиторов, содержащихся 
в экстракте зерен ячменя, с последующим измере-
нием остаточной активности фермента (рис. 5d). 
Инкубация в присутствии экстракта зерен ячме-
ня привела к уменьшению активности фермента 
всего лишь на 9%, что говорит о его достаточно 
высокой устойчивости к белковым ингибиторам 
ксиланаз злаков.

Была также исследована активность фермен-
та в присутствии ионов металлов и химических 
реагентов:

Рис. 4. Характеристики рекомбинантного XylР: a – влияние рН на активность; b – влияние температуры на актив-
ность. Данные, приведенные на графиках, представляют собой средние значения, полученные в результате проведе-
ния трех независимых измерений с учетом погрешности измерения (p< 0,05) 

Fig. 4. Characterization of recombinant XylР. (a), effects of pH on activity; (b), effects of temperature on activity. The data 
shown in the graphs represent the average value obtained as a result of three independent measurements, taking into account 
the measurement error (p <0.05)
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Влияние ионов Mg2+, Со2+ и Li+ проявлялось в 
увеличении активности фермента соответственно 
на 24, 20 и 19%. Влияние Fe3+, Cu2+, ЭДТА и СДС 
приводило к уменьшению активности XylР соот-
ветственно на 22, 37, 25 и 35%. Добавление дру-
гих ионов металлов не оказывало существенного 
влияния на активность фермента.

Специфическая активность очищенного фер-
мента XylP на различных субстратах была изме-
рена при 50 °C и рН 5 в течение 10 мин (табл. 1). 

Фермент показал максимальную специфиче-
скую активность при использовании ксилана бе-
резы в качестве субстрата. Специфическая актив-
ность при использовании арабиноксилана была 
ниже и составила 53,5% от максимального уровня. 

Также была выявлена способность XylР гидроли-
зовать карбоксиметилцеллюлозу и лихенин. Фер-
мент не показал активности на β-глюкане ячменя.

Таким образом, были изучены свойства новой 
высокоактивной эндо-β-1,4-ксиланазы из анаэроб-
ного гриба семейства Neocallimastigomycota Pyro-
myces finnis в экспрессионной системе P. pastoris.

Рекомбинантный белок обладает высокой 
удельной активностью, кинетическими показате-
лями, характерными для высокоактивного фер-
мента, устойчивостью к действию пищевари-
тельных ферментов и ингибиторам ксиланаз зла-
ков. Температурный и рН-оптимум исследуемого 
фермента составляют 50 °С и рН 5, при этом его 
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Рис. 5. Изучение рН-стабильности, термостабильности, устойчивости к пищеварительным ферментам и белковым 
ингибиторам ксиланаз злаков: a – рН стабильность; b – термостабильность XylP; c – устойчивость XylP к воздей-
ствию пепсина и трипсина; d – устойчивость XylP к воздействию белковых ингибиторов ксиланаз. Приведены сред-
ние значения, полученные в результате проведения трех независимых измерений с учетом погрешности измерения 
(p< 0,05) 

Fig. 5. Study of pH stability, thermostability, resistance to digestive enzymes and to xylanase protein inhibitors from cere-
als: (a), pH stability; (b), thermostability of XylP; (c), resistance of XylP to pepsin and trypsin; (d), resistance of XylP to xy-
lanase protein inhibitors from cereals. The average values obtained as a result of three independent measurements, taking into 
account the measurement error (p <0.05)

Та бл и ц а  1 . 
Субстратная специфичность очищенного фермента XylP
Substrate specificity of the purified XylP enzyme

Субстрат Специфическая активность, ед/мг белка Активность, %
Ксилан березы 4700 100
Арабиноксилан 2515 53,5
КМЦ 320 6,8
Лихенин 385 8,2
β-глюкан ячменя 0 0
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 активность сохраняется на высоком уровне в ши-
роком диапазоне рН и температур. Кроме того, 
фермент способен эффективно гидролизовать 
арабиноксилан – основной некрахмальный поли-
сахарид, входящий в состав злаков.

Полученные результаты также показывают, 
что ген xylP способен эффективно экспрессиро-
ваться в дрожжах Pichia pastoris.

Характеристики нового фермента, а также его 
способность к эффективной экспрессии в Pichia 
pa s to ris позволяют создавать на его основе реком-
бинантные дрожжевые продуценты ксиланазы 
для использования в кормопроизводстве.
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Abstract–The heterologous expression and characteristics of a new xylanase from Pyromyces finnis have 
been described. The endo-1,4-β-xylanase XylP (EC 3.2.1.8) consists of 223 amino acids and 19 residues 
of a putative signal peptide in the N-terminal region. The amino acid sequence of the mature protein has 
the greatest homology with the sequence of the native catalytic N-terminal domain of Neocallimastix 
patriciarum endo-1,4-β-xylanase (84%). A synthetic nucleotide sequence encoding a mature XylP protein 
was expressed in Pichia pastoris. The purified recombinant enzyme showed activity with birch xylan and 
arabinoxylan. When using birch xylan as a substrate, the optimum pH for the enzyme was 5.0, and the 
optimum temperature was 50 °C. The specific activity of the xylanase was 4700 U/mg protein, and Km and 
Vmax were equal to 0.51 mg/mL and 7395.3 μmol/(min·mg), respectively. The recombinant XylP protein 
showed moderate thermal stability and high pH stability, resistance to digestive enzymes and protein 
inhibitors of grain xylanases. It was also shown that the Mg2+, Co2+ and Li+ ions have a positive effect on 
the enzyme activity.
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