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В настоящее время L�аспарагиновая кислота
(L�Асп) находит широкое применение в пищевой
и химической промышленности, а также медици�
не. Основная часть L�Асп, производимого в мире
за 1 г. (около 7000 тонн), используется для синтеза
аспартама – низкокалорийного сахарозамените�
ля, входящего в состав более чем 6 тыс. пищевых
продуктов [1]. Соли калия и магния L�Асп приме�
няют для лечения и профилактики сердечно�со�
судистых заболеваний [2]. Кроме того, они входят
в состав лекарственных препаратов, используе�
мых для лечения печеночной энцефалопатии [3].
Для химической промышленности L�Асп являет�
ся перспективной “технологической платфор�
мой” для синтеза биодеградируемых полимеров,
аспарагинового ангидрида и аминированных
аналогов таких мировых химических “бестселле�
ров”, как 1,4�бутандиол, тетрагидрофуран и гам�
ма�бутиролактон, используемых в производстве
растворителей, ПАВ, ингибиторов коррозии и су�
пер�абсорбирующих полимеров [4].

Промышленное производство L�Асп основано
на ферментативном аминировании фумаровой
кислоты с использованием иммобилизованного
фермента аспартазы или иммобилизованных бак�
териальных клеток с высокой аспартазной актив�
ностью. Кроме того, L�Асп получают из малеино�
вой кислоты в мембранной реакторной системе с
использованием бактериальных клеток с высоки�
ми активностями малеат изомеразы и аспартазы
[5]. В обоих случаях, в качестве исходного сырья,
используются продукты переработки нефти (фу�
марат, малеат), что существенно ограничивает
перспективы развития данной технологии ввиду
исчерпаемости мировых углеводородных ресур�
сов и, как следствие, неизбежного роста цен на
нефтепродукты. Кроме того, на пищевом рынке
наблюдается активное продвижение “натураль�
ных продуктов” (natural foods), содержащих ис�
ключительно “биогенные” компоненты.

В этой связи микробиологический синтез L�
Асп из возобновляемых и дешевых углеводов (по
аналогии с известными примерами биотехноло�
гического производства L�глутаминовой кислоты
(L�Глу), L�лизина, и т.д. [6, 7]) мог бы стать пер�
спективной альтернативой современному произ�
водству L�Асп из субстратов, получаемых из неф�
ти.

Аэробный синтез L�Асп можно разделить на
две принципиальные части: синтез оксалоацетата
(ОА) из глюкозы и ассимиляцию азота посред�
ством аминирования ОА (рис. 1). В клетках E. coli
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аминирование ОА осуществляет аспартат амино�
трансфераза (ААТ) путем переноса аминогруппы
с L�Глу; тогда как неорганический азот может
фиксироваться в молекуле L�Глу благодаря ак�
тивности глутамат синтазы (ГлС) и глутамин син�
тазы (Гс) или глутамат дегидрогеназы (ГДГ) [8].
Принято считать [9, 10], что задача биосинтеза
L�Асп значительно упрощается, если для аминиро�
вания ОА использовать не ферменты метаболизма
L�Глу, а аспартат дегидрогеназу (АДГ) (рис. 1). 

На данный момент охарактеризованы только 4
прокариотические АДГ, для которых in vitro пока�
зан катализ как окислительного дезаминирова�
ния L�Асп, так и восстановительного аминирова�
ния ОА с использованием НАД(Ф)+/НАД(Ф)Н в
качестве кофактора [10–13]. Однако in vivo ос�
новной функцией термофильных АДГ из Thermo�
toga maritima (АДГtma) и Archaeoglobus fulgidus
(АДГafu) является, по�видимому, катализ окисли�
тельного дезаминирования L�Асп до промежу�
точного продукта реакции – иминоаспартата, ко�
торый далее используется в пути биосинтеза
НАД+ de novo [12, 13]. АДГ из мезофильной поч�
венной бактерии Ralstonia eutropha (AДГreu), по�
видимому, in vivo участвует в катаболизме L�Асп
для обеспечения клеток азотом и углеродом [11].
Биологическая роль недавно обнаруженной АДГ
в клетках мезофильной бактерии, Pseudomonas
aeruginosa, (AДГpae) не установлена, тем не менее в
экспериментах Ли и соавт. [10] удалось использо�
вать способность этого фермента аминировать

ОА в разработанных авторами системах биокон�
версии фумарата или сукцината до L�Асп. Однако
возможность использования гена AДГpae для кон�
струирования промышленного продуцента L�Асп
ограничена тем, что P. aeruginosa является услов�
ным патогеном для человека и относится к группе
второго уровня биологической безопасности.

Цель работы – поиск и характеристика “био�
синтетических” (аммонийфиксирующих) АДГ в
бактериях первого уровня биологической без�
опасности для дальнейшего конструирования
штаммов�продуцентов L�Асп методами метабо�
лической инженерии.

МЕТОДИКА

Бактериальные штаммы, плазмиды, среды и ре�
активы. Бактериальные штаммы и плазмиды, ис�
пользованные и (или) сконструированные в дан�
ной работе, представлены в табл. 1.; химические
реактивы фирмы “Sigma” (США), за исключени�
ем L�аминокислот полученных от компании “Aji�
nomoto” (Япония).

ДНК�манипуляции. Манипуляции с ДНК про�
водили по стандартным методикам [14] с исполь�
зованием коммерчески доступных ферментов
(“Fermentas”, Литва; “Promega”, США). 

Конструирование плазмид. Гибридные гены,
кодирующие изучаемые АДГ из R. palustris и
B. japonicum и слитые с лидерной последователь�
ностью, кодирующей N�концевую Гис6�метку,
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Рис. 1. Схема биосинтеза L�Асп в клетках E. coli дополненная путем аминирования ОА с помощью АДГ. ОА рассмат�
ривается как продукт карбоксилирования фосфоенолпирувата (ФЕП), синтезированного в гликолизе. Встраивание
азота в молекулу L�Асп рассматривается тремя путями с помощью ААТ/ГС/ГлС, ААТ/ГДГ или АДГ.
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были химически синтезированы “Sloning Bio�
Technology GmbH” (Германия). Поскольку струк�
турные части исследуемых нативных генов содержа�
ли редко используемые в E. coli кодоны, при химиче�
ском синтезе искусственных генов было решено
заменить эти кодоны синонимическими, часто
встречающимися в геноме E. сoli (AGGАрг → CGUАрг,
AGAАрг → CGUАрг, AUAИле → AUCИле, CCCПро →
→ CCGПро). Для этого в последовательность от�
крытой рамки считывания (ОРС) RPB_0147
(NCBI GeneID:3908117) из генома R. palusrtis бы�
ли введены следующие нуклеотидные замены:
G15T, G162T, A235C, G237C, A277C, G279T,
G435T, G702T, C741G, G807T. Аналогичной мо�
дификации подверглась ОРС bll6567 (NCBI Ge�
neID:1050893) из генома B. japonicum: A7C, A9T,
A10C, G12T, C153G, C501G, C765G. Фрагменты
ДНК, содержащие синтетические гены, фланки�
рованные сайтами рестрикции XbaI и BamHI, бы�
ли химически синтезированы, а затем клонирова�
ны в составе вектора pET15(b) по сайтам XbaI и
BamHI. Первичная структура ДНК синтетиче�
ских гибридных генов в составе сконструирован�
ных плазмид pET15�ADH�Rp и pET15�ADH�Bj
была подтверждена секвенированием с использо�
ванием праймеров Pr1 (5'�AGCAACCGCACCT�
GTGGCGC�3') и Pr2 (5'�GCTAGTTATTGCT�
CAGCGG�3'), синтезированных в ЗАО “Синтол”
(Россия).

Очистка и определение активности АДГ. Клетки
штаммов E. coli BL21(DE3)[pET15�ADH�Rp] и
BL21(DE3)[pET15�ADH�Bj], содержащие ген
РНК полимеразы фага Т7 под контролем промо�
тора PlacUV5 в хромосоме, а гены исследуемых АДГ
под контролем промотора, узнаваемого РНК по�
лимеразой Т7, в составе рекомбинантных плазмид,
выращивали в колбах (5 × 200 мл) в среде LB с до�
бавлением ампициллина (Ap) до D595 = 1. Синтез це�

левых белков индуцировали добавлением 1 мМ изо�
пропил�β�D�1�тиогалактопиранозида (ИПТГ) и
продолжали культивирование в течение 3 ч. Клет�
ки осаждали центрифугированием, ресуспенди�
ровали в буфере № 1 (20 мМ фосфат натрия, pH
7.0, 0.5 мМ NaCl, 20 мМ имидазол) и разрушали с
помощью Френч�пресса (P = 2000 psi). Клеточ�
ные обломки и остатки неразрушенных клеток
удаляли центрифугированием. Из полученного
супернатанта выделяли целевые белки с помо�
щью металл�хелатной хроматографии на колонке
HisTrap HP согласно рекомендациям производи�
теля (“GE Healthcare”, Великобритания). Элюиро�
ванные имидазолом целевые белки переводили в
буфер А (20 мМ фосфат натрия, pH 7.0, 1 мМ ДТТ,
1мМ ЭДТА, 15% глицерина) c помощью гель�хро�
матографии на колонке PD10 (“GE Healthcare”, Ве�
ликобритания) и хранили при –70°C.

Смесь для АДГrpa или АДГbja в реакции аминиро�
вания содержала 0.1 М трис�HCl, pH 9.0, 0.15 мМ
НАДФН, 100 или 50 мМ NH4Cl и 20 или 30 мМ ОА
соответственно. Смесь для АДГrpa или АДГbja в реак�
ции дезаминирования содержала 0.1 М трис�HCl,
pH 9.8, 1 или 2 мМ НАДФ+ и 40 или 100 мМ L�Асп
соответственно. Реакции инициировали добавле�
нием субстрата (ОА или L�Асп). Контрольное из�
мерение проводили в отсутствие NH4Cl в реакции
аминирования и без L�Асп в реакции дезамини�
рования. За единицу активности фермента при�
нимали количество фермента, катализирующего
образование 1 мкмоль НАДФН за 1 мин при 28°C.
Для расчета активности использовали коэффи�
циент поглощения НАД(Ф)Н при 340 нм, равный
6.22 мМ–1 см–1.

Оптимальные значения рН для очищенных АДГ
определяли с использованием следующих буферов:
0.1 М MES�NaOH (pH от 6.0 до 7.0), 0.1 М трис�HCl

Таблица 1. Бактериальные штаммы и плазмиды, использованные или сконструированные в данной работе

Штамм или плазмида* Генотип, характеристика Источник, ссылка

E. coli BL21(DE3) F– dcm ompT hsdS(rB� mB�) lon gal λ (DE3) “Novagen” (США); [15]

E. coli TG1 Δ(lac�proAB) supE thi hsdΔ5 F’traΔ36 proA+B+ lacIq lacZΔM15 ВКПМ**

pET�15b Экспрессионный вектор для системы с T7 РНК�полимеразой; ApR “Novagen” (США)

pPCRScript_ADH1�Rp Источник RPB_0147 ОРС R. palustris с замененными редкими кодо�
нами и Гис6 сигналом; ApR 

“Sloning BioTechnology 
GmbH” (Германия)

pSlo3.1A_2_ADH�Bj Источник bll6567 ОРС B. japonicum с замененными редкими кодона�
ми и Гис6 сигналом; ApR

“Sloning BioTechnology 
GmbH” (Германия)

pET15�ADH�Rp pET�15b с клонированной RPB_0147 ОРС R. palustris с замененны�
ми редкими кодонами и Гис6 сигналом; ApR

Данная работа

pET15�ADH�Bj pET�15b с клонированной bll6567 ОРС B. japonicum с замененными 
редкими кодонами и Гис6 сигналом; ApR

Данная работа

* Штаммы E. coli культивировали аэробно при 37°С в среде LB [14]. Для селекции и поддержания плазмидосодержащих кле�
ток их культивирование проводили в присутствии 200 мг/л ампициллина (Ар).
** ВКПМ – Всероссийская коллекция промышленных микроорганизмов (Москва).
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(pH от 7.0 до 9.8) и 0.05 М глицин�NaOH (pH от 8.1
до 12.0) с добавлением 100 мМ NH4Cl, 0.15 мМ
НАДФН и 20 мМ ОА в реакции аминирования или
с добавлением 2 мМ НАДФ+ и 10 мМ L�Асп в реак�
ции дезаминирования. Исследование субстрат�
ной специфичности очищенных ферментов про�
водили в присутствии 20 мМ кетокислот (пиру�
ват, α�кетоглутарат (α�кГ), α�кетобутират,
кетоизовалериат и кетометилвалериановая кис�
лота) для реакции аминирования (100 мМ
NH4Cl, 0.15 мМ НАДФН, 0.1 М трис�HCl,
рН 9.0) или 20 мМ аминокислот (L�Глу, L�аланин,
α�аминобутират, L�валин, L�изолейцин и аспара�
гин) для реакции дезаминирования (2 мМ
НАДФ+, 0.1 М трис�HCl, pH 9.8).

Значения кажущихся констант КМ находили с
помощью регрессионного анализа соответствую�
щих кривых насыщения для исследованных суб�
стратов и кофакторов с использованием программы
Sigma Plot 8.0. Значения kкат и kкат/КМ рассчитывали

с учетом молекулярных масс ферментов: в 30.63 кДа
для Гис6�АДГrpa и 30.76 кДа для Гис6�АДГbja.

Аналитические методы. Концентрацию белка
определяли по методу Бредфорд [16] с использо�
ванием БСА в качестве стандарта. Белковый де�
натурирующий электрофорез в 10–12% ПААГ
выполняли по методу Лэммли [17]. Определение
ОА, образовавшегося в ферментативной реакции,
проводили методом капиллярного электрофореза
[18]. Для определения L�Асп и ионов аммония

 образовавшихся в ферментативных реак�

циях, использовали метод ВЭЖХ [19, 20]. Реак�
ционная смесь для аминирования ОА содержала
0.1 M трис�HCl, pH 9.0, 2 мМ НАДФН, 100 мМ
NH4Cl, 20 мМ ОА и 1 мкл очищенного фермента
АДГ; через 0 или 20 мин инкубации при 28°С ре�
акцию останавливали путем охлаждения смеси до
0°С. Реакционная смесь для дезаминирования
L�Асп содержала 0.05 М трис�HCl, pH 9.8, 5 мМ

( )NH4 ,+
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Рис. 2. Биосинтез и очистка рекомбинантных АДГrpa и АДГbja; а – клеточные экстракты индуцированных ИПТГ
штаммов BL21(DE3)[pET15�ADH�Rp] и BL21(DE3)[pET15b], контроля; 1, 3 – растворимая фракция контрольного и
опытного штамма, 2, 4 – белковые маркеры молекулярных масс, 5, 6 – нерастворимая фракция контрольного и опыт�
ного штамма; б – очистка Гис6�АДГrpa; 1 – растворимая фракция клеточного экстракта BL21(DE3)[pET15�ADH�Rp],
2, 4 – очищенный Гис6�АДГrpa (12 и 3 мкг), 3 – маркеры; в – клеточные экстракты индуцированных ИПТГ штаммов
BL21(DE3)[pET15�ADH�Bj] и BL21(DE3)[pET15b], контроля; 1, 4 – маркеры, 2, 3 – растворимая фракция контроль�
ного и опытного штамма, 5, 6 – нерастворимая фракция контрольного и опытного штамма; г – очистка Гис6�АДГbja;
1 – растворимая фракция клеточного экстракта BL21(DE3)[pET15�ADH�Bj], 2, 3 – очищенный Гис6�АДГbja (5 и 2 мкг),
4 – маркеры.
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НАДФ+, 40 мМ L�Асп и 10 мкл очищенного фер�
мента АДГ; через 0 или 90 мин инкубации при
28°С реакцию останавливали путем охлаждения
смеси до 0°С. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Поиск анаболических АДГ в геномах мезофиль�
ных бактерий и экспрессия соответствующих генов в
E. coli. Поиск гомологов охарактеризованной тер�
мофильной АДГtma (NCBI protein_id:NP_229443.1)

[12] по базе данных NCBI был проведен с помощью
компьютерной программы BLASTP (http://ncbi.
nlm.nih.gov). Была обнаружена группа гомологич�
ных ОРС предполагаемых АДГ в геномах азотфик�
сирующих бактерий, что, в частности, могло свиде�
тельствовать о наличии дополнительного пути фик�
сации аммония в результате биосинтеза L�Асп в
этих микроорганизмах. К тому же согласно совре�
менной модели углеродного и азотного обмена
между симбиотическими бактериями и растения�
ми, L�Асп наряду с аммонием и L�аланином, об�

Таблица 2. Очистка рекомбинантных АДГrpa и АДГbja из E. coli

Фермент Этап очистки Общий
белок, мг

Общая
активность, Е

Удельная 
активность*, Е/мг

Выход, 
%

Степень 
очистки, раз

АДГrpa Клеточный экстракт  48 30.2  0.62 100 1

Аффинная хроматография  1.8  5.7  3.1  19 5

АДГbja Клеточный экстракт  95 14.1  0.15 100 1

Аффинная хроматография  1.8  7.5  4.2  53  28

* Активность определяли при 28°С в окислительной реакции (0.1 М трис�HCl, рН 9.8, 2 мМ НАДФ+, 10 мМ L�Асп).
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Рис. 3. Определение продуктов реакции методом ВЭЖХ и капиллярного электрофореза. Ферментативное образова�

ние L�Асп (а),  (б) и ОА (в); I – стандарты L�Асп и  в водном растворе, стандарт ОА в растворе реакционной
смеси без фермента; II – стартовая реакционная смесь (аналогичная картина наблюдалась в контрольной реакцион�
ной смеси без субстрата или фермента после инкубирования); III – после инкубирования. LU – единицы люминес�
ценции. 
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разовавшиеся в бактероиде, секретируются в ци�
тозоль растительной клетки в качестве носителей
азота [21]. И хотя в основном образование L�Асп
в бактероидах происходит путем трансаминиро�
вания ОА за счет активности ААТ [22, 23], в то же
время в бактероидных экстрактах Rhizobium lupini
экспериментально зарегистрирована активность
АДГ [24].

Поэтому для дальнейшего исследования мы
выбрали продукт, кодируемый ОРС bll6567, из
симбиотической азотфиксирующей бактерии
B. japonicum USDA 110, и его близкий гомолог
(74% идентичности) из свободноживущей
R. palustris HaA2 (ОРС RPB_0147). Структурные
части обеих ОРС с оптимизированным для транс�
ляции в E. coli кодоновым составом, были хими�
чески синтезированы, клонированы в составе
коммерчески доступного вектора pET�15b и экс�
прессированы в специализированном реципи�
ентном штамме – E. coli BL21(DE3) с накоплени�
ем гибридных белков с N�концевым Гис6�лиде�
ром. Как видно из рис. 2а и 2в, через 3 ч индукции

использованной экспрессионной системы бакте�
риофага Т7 в клетках логарифмически растущей
культуры наблюдалось накопление белковых
продуктов с электрофоретической подвижно�
стью, ожидаемой для Гис6�АДГrpa и Гис6�АДГbja

(соответствующей белкам с массой ∼31 кДа). До�
ля Гис6�АДГrpa и Гис6�АДГbja в растворимой фрак�
ции составила 10–15% от суммарного растворимого
белка. Индукция сопровождалась появлением АДГ
активности в грубых экстрактах рекомбинантых
штаммов (данные не представлены).

Очистка и биохимическая характеристика но�
вых дегидрогеназ. Гибридные с Гис6�лидером
АДГrpa и АДГbja были очищены с помощью аф�
финной металл�хелатной хроматографии. Чисто�
та полученных препаратов белков была более 90%
(рис. 2б и 2г) и они обладали АДГ активностью
детектируемой по образованию НАДФН в реак�
ции дезаминирования L�Асп при 28°С (табл. 2). 

Поскольку аминокислотная последователь�
ность обоих выделенных ферментов имеет низ�
кую идентичность (28–37%) со всеми ранее оха�
рактеризованными АДГ (АДГtma, АДГafu, АДГpae и
АДГreu), образование L�Асп в реакции восстанови�
тельного аминирования ОА, катализируемое in vitro
Гис6�АДГrpa, было подтверждено ВЭЖХ (рис. 3а). В
свою очередь, образование ОА и ионов аммония в
реакции окислительного дезаминирования L�Асп,
катализируемой Гис6�АДГrpa, было подтверждено
капиллярным электрофорезом (рис. 3в) и ВЭЖХ
(рис. 3б) соответственно. Сходные результаты
были получены с Гис6�АДГbja как в реакции ами�
нирования ОА, так и дезаминирования L�Асп
(данные не представлены).

Очищенные Гис6�АДГ показали максимум ак�
тивности при pH 9.8 для дезаминирования L�Асп
и при pH 8.0–9.0 для аминирования ОА, причем
активность аминирования ОА была значительно
выше дезаминирования (рис. 4). Внутриклеточ�
ный рН в бактероидах B. japonicum, клетках
R. palustris, а также E. coli и других энтеробактерий
по разным оценкам находится в диапазоне значе�
ний рН 7.0–8.0 [25–29]. При рН 7.0–8.0 актив�
ность дезаминирования L�Асп ферментами Гис6�
АДГrpa и Гис6�АДГbja in vitro не детектировалась,
тогда как активность аминирования ОА снизи�
лась несущественно относительно своего макси�
мально детектируемого уровня (рис. 4). Поэтому
можно предполагать, что при физиологических
рН оба фермента катализируют аминирование
ОА в гомологичном окружении в клетках R. palus�
tris и B. japonicum, а также, что соответствующие
ферменты могут быть использованы для выполне�
ния аналогичной функции в искусственно созда�
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Рис. 4. Зависимость активности рекомбинантных
АДГrpa и АДГbja от рН. Активность Гис6�АДГbja в реак�
циях аминирования ОА (1) и дезаминирования L�Асп
(2); активность Гис6�АДГrpa в реакциях аминирова�
ния ОА (3) и дезаминирования L�Асп (4). Дезамини�
рование L�Асп также приведено в увеличенном в
10 раз по оси ординат масштабе (б). 
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ваемых продуцентах L�Асп на основе рекомби�
нантных клеток E. coli или других энтеробактерий.

Субстратная специфичность и кинетические па�
раметры рекомбинантных АДГrpa и АДГbja. Анализ
субстратной специфичности дегидрогеназ пока�
зал, что Гис6�АДГrpa и Гис6�АДГbja имеют высокое
сродство к ОА и L�Асп с использованием
НАДФН/НАДФ+ в качестве кофакторов, но, на�
пример, не к α�кГ, пирувату, а также к ряду других
проверенных субстратов (табл. 3).

Для обоих выделенных ферментов были ис�
следованы кинетические параметры реакций
аминирования ОА и дезаминирования L�Асп в
области оптимальных рН (табл. 4). Кривые насы�
щения для обоих ферментов представляли собой
классические гиперболы Михаэлиса–Ментен.
Сравнение значений kкат/КМ по кофакторам по�
казало, что оба фермента значительно более спе�
цифичны к НАДФН (на 1–2 порядка), чем к
НАДН. Судя по каталитической эффективности
kкат прямой и обратной реакций, новые Гис6�АДГrpa

и Гис6�АДГbja катализировали аминирование ОА с
НАДФН значительно быстрее (в 7–8 раз), чем дез�
аминирование L�Асп. Высокое сродство к
НАДФ(Н) и более быстрое аминирование ОА но�
выми ферментами Гис6�АДГrpa и Гис6�АДГbja отли�
чает их от ранее охарактеризованных АДГ (см.
табл. 4).

Кажущееся значение КМ для Гис6�АДГbja по ам�
монию (4.3 мМ) значительно меньше аналогич�
ных КМ для Гис6�АДГrpa и известных из литерату�
ры значений для АДГpae, Гис6�АДГreu и АДГafu [10,
11, 13] (табл. 4). Для кажущихся значений КМ по
ОА наблюдается обратная тенденция (табл. 4). 

Необходимо отметить, что экспериментально
определенные параметры в данной работе харак�
теризуют не нативные ферменты, как в работах
других авторов, а гибридные белки с Гис6�пепти�
дом на N�конце, что, возможно, несколько зани�
жает их функциональные характеристики. 

Тем не менее даже эти экспериментально
определенные параметры косвенно свидетель�
ствуют о возможности выполнения новыми фер�
ментами функции восстановительного аминиро�
вания ОА в своем природном биологическом
окружении. Действительно, оцениваемая в 12 мМ

концентрация  в бактероидах B. japonicum
[30] вполне физиологична для фермента, имею�
щего КМ = 4.3 мМ. Учитывая при этом, что отно�
шение НАДФН/НАДФ+ = 2.7 в условиях, имити�
рующих нахождение бактероидов B. japonicum в
клубеньке [31], логично предположить участие
АДГbja в ассимиляции аммония за счет катализа
аминирования ОА до L�Асп для обеспечения
нужд бактероида и поддержания симбиоза с рас�
тением.

NH4
+

Интересно, что в геноме R. palustris HaA2 (NCBI
Ref. Seq.:NC_007778.1) не найден ген ГДГ, играю�
щей ключевую роль в азотном метаболизме во
многих микроорганизмах. Поэтому с учетом
свойств идентифицированной АДГrpa, возможно,
именно этот фермент контролирует ассимиля�
цию аммония в клетках R. palustris.

Таким образом, в работе найдены и охаракте�
ризованы новые АДГ из мезофильных азотфик�
сирующих бактерий B. japonicum и R. palustris. На
основании полученных данных оба фермента мо�
гут быть отнесены к биосинтетическим, участву�
ющим в ассимиляции аммония, и могут быть ис�
пользованы для создания штаммов�продуцентов
L�Асп, а также в качестве объектов рациональной
или комбинаторной белковой инженерии с це�
лью конструирования АДГ с оптимальными ки�
нетическими свойствами.

Авторы выражают благодарность за ценные
консультации проф. Р.С. Шакулову (ФГУП Гос�
НИИгенетика) и проф. С.В. Машко (НИИ Аджи�
номото�Генетика), а также А.Е. Новиковой (НИИ
Аджиномото�Генетика) за помощь в проведении
ряда аналитических экспериментов.

Таблица 3. Субстратная специфичность рекомбинант�
ных АДГ

Субстрат
Фермент

АДГrpa АДГbja

Восстановительное аминиро�
вание*, %

Оксалоацетат 100 ± 2 100 ± 2

α�кетоглутарат  2.0 ± 0.1  1.4 ± 0.1

Пируват  0.9 ± 0.1  0.4 ± 0.1

α�кетобутират  <0.2  <0.2

Кетоизовалериат  <0.2  <0.2

Кетометилвалериат  <0.2  <0.2

Окислительное дезаминиро�
вание**, %

L�аспартат 100 ± 8 100 ± 11

L�глутамат  4.5 ± 0.4  6 ± 1

L�аланин  <2  <2

* Для реакций аминирования с НАДФН за 100% принята ак�
тивность АДГrpa и АДГbja с оксалоацетатом, равная 16.5 и 51
Е/мг соответственно.
** Для реакций дезаминирования с НАДФ+ за 100% принята
активность АДГrpa и АДГbja с L�Асп, равная 4.4 и 5.6 Е/мг со�
ответственно. 
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Таблица 4. Кинетические параметры рекомбинантных АДГrpa и АДГbja в сравнении c параметрами известных
АДГreu [11], АДГpae [10], АДГafu [13] и АДГtma [12]

Параметр
КМ, мМ; kкат, 1/с;

kкат/КМ, 1/(мМ × с)
АДГrpa АДГbja АДГreu АДГpae АДГafu АДГtma

Восстановительное аминирование оксалоацетата

Условие рН 9.0, 28°С рН 9.0, 28°С рН 8.2, 37°С рН 8.2, 37°С рН 7.5, 50°С

ОА КМ  9.2 ± 0.9  21 ± 6  2.32  2.12  1.2 –

kкат 14.2 ± 0.7  48 ± 6 –  68.4 – –

kкат/КМ  1.5  2.3 –  32.3 – –

NH4Cl КМ 11.3 ± 1.1  4.3 ± 0.7 14.9  10.1 167 –

kкат 10.3 ± 0.3  24.7 ± 0.9 –  62.0 – –

kкат/КМ  0.91  5.7 –  6.14 – –

НАДФН КМ  0.21 ± 0.05  0.032 ± 0.005 –  0.052 – –

kкат 19 ± 2  41 ± 2 –  80.2 – –

kкат/КМ 90 1300 – 1542 – –

НАДH КМ  4.5 ± 0.4  0.25 ± 0.04  0.061  0.045  0.014 –

kкат  5.2 ± 0.3  26.2 ± 1.4 –  70.5 – –

kкат/КМ  1.1  100 – 1567 – –

Окислительное дезаминирование L�аспартата

Условие рН 9.8, 28°С рН 9.8, 28°С рН 10.2, 37°С рН 9.8, 37°С рН 11.3, 50°С рН 9.8, 70°С

L�Асп КМ 13.4 ± 0.5  27 ± 4  2.30  4.87  0.19  0.067

kкат  2.86 ± 0.04  7.3 ± 0.4 –  59.7 –  0.78

kкат/КМ  0.21  0.28 –  12.3 – 11.6

НАДФ+ КМ  0.102 ± 0.011  0.12 ± 0.02  7.43  0.47  0.32  0.72

kкат  2.33 ± 0.07  6.2 ± 0.2 –  46.1 –  7.2

kкат/КМ 23  53 –  98.1 – 10.0

НАД+ КМ  7.0 ± 0.3  10 ± 3  0.97  0.47  0.11  0.25

kкат  1.59 ± 0.03  3.3 ± 0.5 –  62.9 –  1.2

kкат/КМ  0.23  0.33 –  133.8 –  4.7

Знак “–" – нет данных.
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Novel NADPH�Dependent L�Aspartate Dehydrogenases 
from the Mesophilic Nitrogen�Fixing Bacteria Rhodopseudomonas 

palustris and Bradyrhizobium japonicum

T. M. Kuvaeva, J. I. Katashkina, A. D. Kivero, and S. V. Smirnov

Ajinomoto�Genetika Research Institute, Pervyi Dorozhnyi proezd 1, Moscow, 117545 Russia

e�mail: Tatiana_Kuvaeva@agri.ru

Received April 12, 2012

Abstract—The genes encoding putative L�aspartate dehydrogenases (EC 1.4.1.21, ADH) from the meso�
philic nitrogen�fixing bacteria Rhodopseudomonas palustris and Bradyrhizobium japonicum were cloned and
expressed in Escherichia coli. The respective enzymes in the form of hybrid proteins with N�terminal hexa�
histidine tags were purified to apparent homogeneity. Both enzymes catalyzed in vitro the reductive amina�
tion of oxaloacetate to L�aspartate by an order faster than the reverse reaction at a respective pH optimum of
8.0–9.0 and 9.8; also, the enzymes only catalyzed amination under physiological conditions (pH 7.0–8.0).
Their specificity to NADPH was higher by 1–2 orders of magnitude than that to NADH. The apparent KM
values of ADHs from R. palustris for oxaloacetate, ammonium, and NADPH at pH 9.0 were 9.2, 11.3, and
0.21 mM, respectively, and the corresponding KM values of ADH from B. japonicum were 21, 4.3, and
0.032 mM, respectively. The amination activity of novel ADHs may be important for the fixation of inorganic
nitrogen in vivo and used for the construction of a bacterial strain�producer of L�aspartate by metabolic engi�
neering methods.
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