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СВОЙСТВА ЧЕТЫРЕХ С	КОНЦЕВЫХ УГЛЕВОДСВЯЗЫВАЮЩИХ 
МОДУЛЕЙ (СВМ4) ЛАМИНАРИНАЗЫ Lic16A Clostridium thermocellum

© 2012 г.   И. А. Дворцов1*, Н. А. Лунина1, В. В. Зверлов1,2, Г. А. Великодворская1

1Институт молекулярной генетики Российской академии наук, Москва, 123182
2Department of Microbiology, Technische Universität München, Freising, 85350 Germany

Поступила в редакцию 11.04.2012 г.
Принята к печати 27.04.2012 г.

На С	конце мультимодульной ламинариназы Lic16A Clostridium thermocellum расположен тандем из че	
тырех углеводсвязывающих модулей (CBM), относящихся к семейству 4. Получены изолированные
СВМ: СВМ4_1, СВМ4_2, СВМ4_3, СВМ4_4 и тандем СВМ4_(1	4). Ни один из рекомбинантных мо	
дулей не обладал сродством к растворимым β	1,3	1,4	глюканам − лихенану и ламинарину, основным
субстратам Lic16A. Все модули, за исключением СВМ4_4, обладали способностью связываться с бак	
териальной кристаллической целлюлозой, что нетипично для семейства СВМ4. У СВМ4 Lic16A обнаруже	
но сродство к ксилану, хитину, β	глюкану клеточной стенки дрожжей и авицелу, а у СВМ4_3 и СВМ4_4 − к
хитозану. Тандем CBM4_(1	4) обладал наиболее высоким сродством к β	глюкану клеточной стенки
дрожжей, авицелу и пустулану. Константы связывания тандема на этих субстратах примерно в 100 раз
выше, чем у отдельных модулей, что свидетельствует о наличии синергизма модулей в процессе адсорб	
ции на перечисленных полисахаридах. Эти результаты помогают прояснить мультипликацию СВМ в
процессе эволюции.

Ключевые слова: Clostridium thermocellum, ламинариназа, мультимодульные белки, углеводсвязываю	
щие модули, бета	глюкан, сайты связывания, синергизм.

THE PROPERTIES OF FOUR C	TERMINAL СARBOHYDRATE	BINDING MODULES (CBM4) OF
LAMINARINASE Lic16A OF Clostridium thermocellum, by I. A. Dvortsov1*, N. A. Lunina2, V. V. Zverlov1,2,
G. A. Velikodvorskaya1 ( 1Institute of Molecular Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123182
Russia; *e	mail: dvortsov@img.ras.ru; 2Department of Microbiology, Technische Universität München, Fre	
ising, 85350 Germany). At the C	terminus of multimodular laminarinase Lic16A Clostridium thermocellum
four carbohydrate	binding modules (CBM), belonging to family 4, were found. The isolated CBM – CBM4_1,
CBM4_2, CBM4_3, CBM4_4 and the tandem CBM4_(1	4) were obtained. None of the recombinant proteins
did have the affinity to soluble β	1,3	1,4	glucans – laminarin and lihenan – the main specific substrates of
Lic16A. All modules, except CBM4_4, had the ability to bind bacterial crystalline cellulose, that was atypical
for the family 4 CBMs. We found that all CBMs 4 of Lic16A had affinity for xylan, chitin, β	glucan from yeast
cell wall and Avicel, while CBM4_3 and CBM4_4 had additional affinity to chitosan. The tandem CBM4_(1	4)
had the highest affinity to yeast cell wall β	glucan, avicel and pustulan. The binding constants for these substrates
were about 100 times higher than that of the individual modules, suggesting a synergy in the process of absorp	
tion to these polysaccharides. This finding helps to explain the evolutionary process of CBM multiplication.

Keywords: Clostridium thermocellum, laminarinase, multimodular proteins, carbohydrate binding modules,
β	glucan, binding sites, synergy.
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бактериальная кристаллическая целлюлоза; SLH – модули, гомологичные белкам S�слоя стенки клетки бактерий; ЭФ –
электрофорез; a.o. – аминокислотный остаток.
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Бактериальные ферменты, гидролизующие
целлюлозу и гемицеллюлозу, часто имеют ком�
плексную молекулярную структуру и содержат
помимо каталитического модуля один или не�
сколько углеводсвязывающих модулей (СВМ),
соединенных линкерными последовательностя�

ми [1, 2]. На основании анализа первичных струк�
тур СВМ подразделяются на семейства [3]. В на�
стоящее время известно более 60 таких семейств
(www.cazy.org). В работе Линдер и др. показано,
что конструкция из двух ковалентно связанных
СВМ семейства 1 адсорбируется на порядок луч�
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ше на кристаллической целлюлозе, чем индиви�
дуальные СВМ [4]. В данном случае наблюдали
синергизм СВМ. Аналогичный эффект показан
для двух СВМ семейства 2b ксиланазы 11А [5].

Бактерия Clostridium thermocellum давно при�
влекает внимание исследователей как источник
термостабильных ферментов, предназначенных
для деградации целлюлозы [6, 7]. Этот организм
утилизирует, главным образом, целлюлозу, целло�
декстрины и β�1,3(1,6; 1,4)�глюканы с помощью
целлюлосомной и вспомогательной систем фер�
ментов. Основная − целлюлосомная [8–10]. К
вспомогательной системе относят свободные
ферменты [11], например ламинариназу Lic16A
[12]. Этот белок (1323 а.о., мол. масса − 148 кДа)
состоит из 9 дискретных модулей, 5 из которых –
углеводсвязывающие (рис. 1). Свойства фермента
и N�концевого СВМ54 исследованы нами ранее
[12–14]. На растворимых субстратах с β�1,3�свя�
зями – лихенане и ламинарине – он высоко акти�
вен, а на нерастворимых глюканах с β�1,3 и β�1,6�
связями (пахимане и курдлане) – мало активен.
Фермент не проявлял активности в отношении
нерастворимого β�1,3�1,4�глюкана клеточной
стенки дрожжей, ксилана и хитина. Он умеренно
термостабилен (оптимум при 60–70°С) и локали�
зован на поверхностном слое клеточной стенки
C. thermocellum. 

На С�конце Lic16A расположен тандем четы�
рех гомологичных углеводсвязывающих модулей,
относящихся к семейству CBM4, свойства и
функции которых неизвестны. Работа посвящена
изучению субстрат�связывающих свойств СВМ4,
расположенных на С�конце ламинариназы, а так�

же влиянию С�концевых модулей на свойства
Lic16A. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные штаммы и векторы. В работе ис�
пользовали штамм E. сoli XL�1 Blue, рекомбинант�
ную плазмиду pCU309, несущую ген lic16A C. thermo#
cellum (GenBank, Асс. No. CAA61884.2, CAC27412.2)
[12] и вспомогательную плазмиду pACYC�ryl для
эффективной трансляции клостридиального гена в
клетках E. сoli. Клетки E. сoli культивировали при
37°С в среде LB с добавлением необходимых анти�
биотиков.

Процедуры работы с ДНК. Выделение и очист�
ку плазмидной ДНК, клонирование, рестрик�
цию, ПЦР проводили по стандартным методи�
кам. Для амплификации отдельных модулей
СВМ4 использовали следующие олигонуклео�
тидные праймеры: CBM4_1: прямой – 5'�aag gga
gga tcc aaa gat aaa tat cct cac agg gaa�3', обратный –
5'�tta caa aag ctt tta tgt ttt aat cag ttt aac att�3';
CBM4_2: прямой – 5'�ttc tag gga tcc gaa gat gcg ccg
gtt ata gat cct�3', обратный � 5'�tta cag aag ctt tta tac
tct ttt cat aac gac att�3'; CBM4_3: прямой – 5'�gta
caa gga tcc acc gat gaa gtt gaa gga aac ctg�3', обрат�
ный – 5'�tta caa aag ctt tta aac ttt tct tac tac aac att�3';
CBM4_4: прямой – 5'�gtc gcg gga tcc gcg act cct tct
gcg ctg�3', обратный – 5'�tga tga aag ctt tta aag ata
gac agt agt�3'; CBM4_(1�4): прямой – 5'�aag gga gga
tcc aaa gat aaa tat cct cac agg gaa�3', обратный – 5'�
cta taa aag ctt tta ctg ttg ttc cag caa aat atc�3'. Полу�
ченные фрагменты ДНК клонировали в экспрес�
сионном векторе pQE30 (“Qiagen”). Идентич�
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Рис. 1. Структура лихеназы Lic16A Clostridium thermocellum и ее делеционных производных. а – Модульная структура
ламинариназы Lic16A; SLH – модули, гомологичные белкам S�слоя клеточной стенки бактерий; CBM54 – субстрат�
связываюий модуль семейства 54; CBM4_n – С�концевые CBM семейства 4; GH16 – каталитический модуль семей�
ства 16 гликозил�гидролаз. б – Генно�инженерные конструкции индивидуальных C�концевых CBM и тандема.
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ность клонированных последовательностей под�
тверждали секвенированием. 

Очистка белков. Клетки E. coli, содержащие ре�
комбинантные клоны после культивирования в
LB�среде с добавлением ампициллина (100 мг/л) и
хлорамфеникола (50 мг/л), собирали центрифу�
гированием, ресуспендировали в 50 мМ Na�фос�
фатном буфере и разрушали ультразвуком. Бел�
ковые фракции очищали на Ni�NTA�агарозе по
методикам, рекомендованным производителем
(“GE Healthcare”). Концентрации белков опреде�
ляли по методу Брэдфорд [11]. Молекулярный вес
белков и степень очистки определяли с помощью
электрофореза (ЭФ) в денатурирующих условиях
в полиакриламидном геле (ПААГ) по Лэммли
[15]. Анализ олигомерной организации CBM4_4
проводили с помощью гель�проникающей хро�
матографии на колонке Superdex HR 10/30
(50 мМ Na�фосфатном буфере, pH 7.5, расход
0.4 мл/мин), используя белки�маркеры. 

Связывание белков с нерастворимыми полиса	
харидами. Белки в связывающем буфере (50 мМ
Трис�HCl, pH 7.0, 0.05%�ный Твин�20) инкубиро�
вали вместе с нерастворимыми полисахаридами в
течение 3 ч при 4°С с перемешиванием. Затем
пробы центрифугировали, надосадочную жид�
кость отбирали и измеряли концентрацию в ней
несвязавшегося белка по методу Брэдфорд. Ко�
личество связавшегося белка определяли, вычи�
тая количество свободного из добавленного в
пробу. Константы связывания и субстратные ем�
кости определяли с помощью уравнения:

где [B] – количество связавшегося белка на еди�
ницу массы субстрата, [F] – концентрация сво�
бодного белка, N0 – субстратная емкость (число
сайтов посадки субстрат�связывающего модуля
на поверхности субстрата на единицу массы суб�
страта), K – константа связывания модуля с суб�
стратом.

Полисахариды. СВМ4 связывали со cледую�
щими субстратами: пустулан (“Roth”), хитин, хи�
тозан, ксилан, бактериальная кристаллическая
целлюлоза, авицел СFI (“Sigma�Aldrich”). Нерас�
творимый β�D�глюкан дрожжевой стенки Sac#
charomyces cerevisiae получали по методу, описан�
ному в работе [16].

Связывание белков с растворимыми полисаха	
ридами. Связывание с растворимыми субстрата�
ми проводили с помощью аффинного ЭФ по из�
вестной методике [18]. В нативные полиакрила�
мидные гели (ПААГ, 10%) перед полимеризацией
добавляли растворимые полисахариды до кон�

B[ ]
N0 F[ ]

1
K
��� F[ ]+
���������������,=

центрации 1 мг/мл. ЭФ проводили при 4°С одно�
временно для геля с добавленными полисахари�
дами и без них. В качестве отрицательного кон�
троля использовали бычий сывороточный
альбумин. Белковые зоны окрашивали с помо�
щью Coomassie brilliant blue R�250. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Клонирование и экспрессия СВМ, расположенных
в С�концевой области Lic16A

Ранее показано, что мультимодульная лихена�
за Lic16A из C. thermocellum содержит
8 вспомогательных модулей помимо каталитиче�
ского (рис. 1). В С�концевой области Lic16A рас�
положен тандем из четырех гомологичных СВМ,
относящихся к семейству CBM4 углеводсвязыва�
ющих модулей и обозначенных как СВМ4_1,
СВМ4_2, СВМ4_3, СВМ4_4. Удаление этих моду�
лей не приводило к изменению активности фер�
мента [13]. С целью изучения данного участка
Lic16A получены индивидуальные СВМ и тандем
СВМ4_(1�4) из четырех модулей (рис. 1). Соот�
ветствующие белки экспрессировали в клетках
E. coli с использованием рекомбинантных плаз�
мид pQE, cодержащих последовательности СВМ
с добавленными His6�tag, что позволило провести
одноступенчатую очистку белков с помощью аф�
финной хроматографии. Полученные белки гомо�
генны по данным ЭФ в денатурирующих условиях
(данные не представлены) и имели следующие мо�
лекулярные массы: СВМ4_1 (17.7 кДа), СВМ4_2
(17.7 кДа), СВМ4_3 (16.7 кДа) и CBM4_(1�4) –
67.6 кДа, что соответствовало рассчитанным зна�
чениям по аминокислотной последовательности.
В случае СВМ4_4 при ЭФ�ПААГ в денатурирую�
щих условиях обнаружили ряд белковых зон, со�
ответствующих мономеру (13.7 кДа), димеру и
мультимерам CBM4_4. Поэтому молекулярная
масса нативного белка определена нами с помо�
щью гель�фильтрации (рис. 2). В нативных усло�
виях мономер не обнаружен, в основном белок
представлен в виде димера.

Субстратсвязывающие свойства
С�концевых СВМ4А Lic16A

Ни один из полученных нами рекомбинант�
ных белков не обладал сродством к растворимым
субстратам – лихенану и ламинарину, полисаха�
ридам содержащим β�1,3�связи и являющимися
основными субстратами для Lic16A. Не обнару�
жено связывания концевых СВМ с карбоксиме�
тилцеллюлозой и растворимым ксиланом (дан�
ные не представлены).
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Результаты связывания CBM4_1, CBM4_2,
CBM4_3 и тандема CBМ4_(1�4) с нерастворимы�
ми субстратами представлены в таблице. В связи
с гетерогенностью препарата СВМ4_4 его связы�
вание с субстратами изучали только качественно.
Сродство к субстратам проявлял только димер
СВМ4_4. Димер связывался с авицелом, хитоза�

ном, ксиланом и слабо с пустуланом. С бактери�
альной кристаллической целлюлозой (ВСС), хи�
тином, β�глюканом клеточной стенки дрожжей
связывания обнаружено не было (данные не
представлены). Все конструкции, за исключением
СВМ4_4, обладали сродством к ВСС, нетипич�
ным для семейства СВМ4. Все белки обладают
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Рис. 2. Гель�фильтрация нативного рекомбинантного СВМ4_4. Кривая поглощения CBM4_4 при гель�фильтрации в
нативных условиях. На вставке показана калибровка с помощью которой оценены массы белков, соответствующих
пикам. Теоретическая масса CBM4_4 – 13.7 кДа.

Константы связывания и субстратные емкости С�концевых СВМ4 LicA C. thermocellum

Ксилан ВСС Авицел β�Глюкан 
дрожжей Пустулан Хитин Хитозан

CBM4_1 K 1.3 × 106 3.4 × 105 – 2.1 × 106 – 3.8 × 104 –

N0 15 14 – 18 – 18 –

CBM4_2 K 2 × 106 7.3 × 104 – 3.5 × 105 – 3.4 × 104 –

N0 12 15 – 13 – 14 –

CBM4_3 K 3.8 × 106 4.9 × 105 2.2 × 103 3.2 × 105 2.4 × 105 4.5 × 104 1.8 × 103

N0 21 19 19 13 17 15 7

CBM4_(1�4) K 8.3 × 106 7.9 × 105 5.3 × 106 5.1 × 107 3.7 × 107 2.8 × 104 –

N0 12 11 17 11 12 14 –

Примечание. K – константа связывания, M–1. N0 – субстратная емкость, мкмоль × г–1. Погрешность измерения ≤ 10%.
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сродством к ксилану, хитину, β�глюкану клеточ�
ной стенки дрожжей и аморфной целлюлозе, а
СВМ4_3 и СВМ4_4 – к хитозану. Полученные ре�
зультаты свидетельствуют о широкой субстрат�
ной специфичности СВМ4, расположенных на
С�конце Lic16A. Сродство к авицелу и пустулану
обнаружили у СВМ4_3 и СВМ4_4. Тандем
CBM4_(1�4) обладал наиболее высоким срод�
ством к β�глюкану клеточной стенки дрожжей,
авицелу и пустулану. Константы связывания тан�
дема на этих субстратах примерно в 100 раз выше,
чем у отдельных модулей, что свидетельствует о
синергизме между CBM, включенными в единую
полипептидную цепь, в процессе адсорбции на
перечисленных полисахаридах. На ксилане, ВСС,
хитине константы связывания тандема совпадают
по порядку с отдельными модулями. Сродства к
хитозану у тандема не обнаружено. Вероятно, это
связано со взаимодействием ковалентно связан�
ных СВМ, в процессе которого происходит пере�
крывание сайта связывания хитозана. У всех по�
лисахаридов субстратная емкость тандема СВМ
ниже, чем у индивидуальных белков, что скорее
всего обусловлено большей длиной тандема и
конкуренцией за места посадки на субстрате. По�
вышение сродства к субстратам у тандема СВМ по
сравнению с индивидуальными модулями показы�
вает эволюционную целесообразность мультипли�
кации СВМ. Такая мульти� или чаще дупликация
СВМ, относящихся к одному семейству, обнаруже�
на у многих мультимодульных гликозилгидролаз.
Их синергизм приводит к значительному повыше�
нию сродства к субстрату [4, 5].

Анализ представителей семейства СВМ4

CBM семейства 4 вместе с модулями семейств
9, 17, 28 и других входят в суперсемейство СВМ,
обладающих общей 3D�укладкой типа β�сандвич.
Помимо этого, семейства 4 и 9 принято объеди�
нять в семейство СВМ_4_9 ввиду того, что они
принадлежат одному кластеру суперсемейства.
Модули 9 семейства специализируются на связы�
вании ксилана и обнаружены в составе исключи�
тельно ксиланаз, в то время как модули семейства
4 обладают более широкой субстратной специ�
фичностью и шире распространены. Несколько
СВМ семейства 4 изучены, и для них получены
3D�структуры. Все они относятся к типу β�jelly�
roll. Дендрограмма модулей семейства 4 представле�
на на рис. 3. Ее отличает веерообразная структура.
Кластеры подсемейств выражены слабо. Можно
предположить наличие не менее 3–4 подсе�
мейств. Уровень гомологии между любыми 2 мо�
дулями не ниже 30%. По�видимому, эти 30% ами�
нокислотных остатков обеспечивают существо�
вание общей 3D�укладки β�сандвича. СВМ

семейства 4 – белки размером примерно 150 а.о.,
в основном входят в состав бактериальных глико�
зилгидролаз. Связываются с ксиланом, β�1,3�
глюканом, β�1,3�1,4�глюканом, β�1,6�глюканом,
аморфной, но не кристаллической целлюлозой. В
целом специализация модулей семейства 4 − свя�
зывание растворимых субстратов. Способность
связывать нерастворимые полисахариды – ави�
цел, ксилан, хитин, β�глюкан клеточной стенки
дрожжей − обнаружена у СВМ ламинариназ Ther#
motoga maritima и T. neapolitana [17] и нами у моду�
лей ламинариназы Lic16A. Также нами обнаруже�
но, что по крайней мере 3 модуля из четырех –
CBM4_1, CBM4_2, CBM4_3 связываются с кри�
сталлической целлюлозой – ВСС, что является
необычным для модулей семейства 4. На дендро�
грамме модули с изученной структурой вместе с
модулями из термотог лежат в одном кластере. В
этом же кластере локализован CBM4_4. Можно
предположить наличие у него схожих субстрат�
связывающих свойств. CBM4_2 и CBM4_3 рас�
положены в одном кластере, но результаты свя�
зывания не показывают у них схожих свойств, а
остальные модули Lic16A − в других кластерах.
Субстрат�связывающие свойства СВМ4_2 сход�
ны со свойствами СВМ4_1, однако эти модули
расположены в разных кластерах. Веерообразная
структура дерева CВМ4 и нечеткость деления на
кластеры свидетельствует о том, что в данном
случае природа разными способами использует
структурную пластичность β�сандвич�укладки
для связывания с разнообразными субстратами,
не останавливаясь на каком�то единственном ва�
рианте. Распределенность CBM4_n по всей денд�
рограмме также может свидетельствовать о том,
что способность связываться с кристаллической
поверхностью распространена среди углеводсвя�
зывающих модулей семейства 4.

Роль С�концевых углеводсвязывающих
модулей в Lic16A

Нами показано, что СВМ4_1 и СВМ4_2 не
связываются с авицелом и пустуланом, в отличие
от СВМ4_3 и СВМ4_4. Однако опираясь на
структуру дерева, функционального сходства
нужно скорее ожидать от пар СВМ4_2, СВМ4_3 и
СВМ4_1, СВМ4_4. Наибольшее сродство С�кон�
цевые СВМ проявляют к ксилану, β�глюкану кле�
точной стенки дрожжей и пустулану, не являю�
щимися субстратами для Lic16A. Поскольку тан�
дем С�концевых СВМ4 показал синергизм в
отношении авицела, нерастворимого β�глюкана
клеточной стенки дрожжей и пустулана, то, веро�
ятно, роль тандема СВМ4 Lic16A – доставка фер�
мента к лихенану и ламинарину, в природе лока�
лизованных в комплексе именно с этими углево�
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дами [19]. Известно, что в естественных условиях
микроорганизм Clostridium thermocellum утилизи�
рует полисахариды из остатков клеток растений и
лишайников. Лихенан − компонент клеточной
стенки водорослей; ламинарин – ее резервный
полисахарид; ксилан, пустулан, β�глюкан, хитин –
компоненты клеточной стенки растений, грибов
и водорослей. Таким образом, наличие синергиз�

ма CBM фермента, вероятно, способствует тесно�
му связыванию с полисахаридами, которые со�
путствуют лихенану и ламинарину и обеспечива�
ют их оптимальный гидролиз.

Работа получила финансовую поддержку Рос�
сийского фонда фундаментальных исследований
(09�04�00204).
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Рис. 3. Дендрограмма CBM 4�ого семейства построена с помощью сервиса iTOL (http://itol.embl.de) [20]. Отмечены С�
концевые CBM ламинариназы Lic16A – CBM4_n, модули ламинариназы LamA Thermotoga neapolitana, а также модули
с известной 3D�структурой и идентификаторами ID из банка белковых структур PDB.
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