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Аннотация. Галофильные гликозил-гидролазы, способные к  деградации 
сложных нерастворимых природных полисахаридов до  растворимых 
олиго- и  мономеров при повышенной солености, представляют высокий 
интерес с  точки зрения фундаментальной и  прикладной науки. Благодаря 
скринингу различных высокосоленых местообитаний найдено множество 
галофильных штаммов, продуцирующих различные внеклеточные гидро-
лазы, однако главной проблемой использования данных ферментов, яв-
ляется сложность их получении. В  данной работе впервые была успешно 
экспрессирована ахрейная внеклеточная гликозил-гидролаза класса GH20 
с использованием системы экспрессии Haloferax volcanii.

Ключевые слова: галофилы, галофильные гликозид-гидролазы, клонирова-
ние, челночный вектор, Haloferax volcanii.

Введение

На  сегодняшний день галофилы, населяющие 
местообитания с  высоким уровнем солености 
остаются самыми мало изученными, но  очень 

привлекательными с  точки зрения биотехнологии экс-
тремофильными микроорганизмами [15]. Их исполь-
зование варьируется от  получения осмопротекторов, 
различных биополимеров и каротиноидов, до биореме-
диации окружающей среды [10, 17]. Однако наибольший 
интерес представляют галофильные ферменты, в  том 
числе гликозил-гидролазы, способные к  деградации 

сложных нерастворимых природных полисахаридов, та-
ких как хитин и целлюлоза, до растворимых олиго- и мо-
номеров при повышенной солености [9, 13].

Галотолерантность/галофильность ферментов позво-
ляет использовать более эффективные пути переработ-
ки полисахаридов, в том числе создает возможность для 
применения ионных жидкостей, которые осуществляют 
первичную декристализацию нерастворимых полисаха-
ридов гораздо эффективнее щелочей [18]. Кроме того, 
экстремальные условия функционирования галофиль-
ных ферментов снижают риск нежелательной микроб-
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Summary. Halophilic glycosyl hydrolases capable of degrading complex 
insoluble natural polysaccharides to soluble oligo- and monomers at high 
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expressed using the Haloferax volcanii expression system.
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ной контаминации при проведении биотехнологических 
процессов. Таким образом, галофильность ферментов 
может быть использована везде, где ферментативные 
превращения должны идти в присутствии органических 
растворителей и экстремумов содержания соли [4,7,16].

В последние несколько лет было реализовано боль-
шое число различных проектов по  исследованию раз-
нообразия галофильных микроорганизмов-гидролити-
ков [3]. Так, благодаря скринингу соленых озер и других 
местообитаний найдено множество галофильных штам-
мов, продуцирующих различные внеклеточные гидро-
лазы, однако главной проблемой использования данных 
ферментов, является сложность их получения [11].

Использование в  индустриальных процессах непо-
средственно микроорганизмов-продуцентов в качестве 
биореакторов не  представляется возможным в  связи 
со сложностью процесса культивирования, более того, 
многие потенциальные продуценты ферментов не куль-
тивируются вовсе. Современные технологии позволя-
ют получать подобные ферменты путем клонирования 
и  экспрессии рекомбинантных белков в  гетерологич-
ной системе E. Coli [5, 14]. Однако, в большинстве слу-
чаев, проявляющие высокую активность в  условиях 
повышенной ионной силы ферменты, относящиеся 
к  редким семействам и  представляющие наибольший 
интерес с точки зрения биотехнологии, не экспрессиру-
ются в классических мезофильных организмах.

Это связано с  неправильным фолдингом фермента, 
в  результате чего он теряет свою активность. В  случае 
внеклеточных ферментов, данный факт объясняется так-
же необходимостью осуществления протеолитических 
пост-трансляционных модификаций для транспорта 
фермента через мембрану [2]. Данные модификации, как 
правило, возможны только в клетках хозяина, либо род-
ственного организма.

Наиболее трудозатратными являются исследования 
в  области получения архейных ферментов. Это объяс-
няется использованием ограниченного числа генетиче-
ских инструментов на основе архей, так как представи-
тели данного домена проявляют высокую устойчивость 
к  элементарным генетическим манипуляциям [1]. Дан-
ный и  вышеописанные факты обуславливают необхо-
димость поиска и разработки новых систем экспрессии. 
В настоящей работе была предпринята попытка экспрес-
сии галоархейной внеклеточной гликозил-гидролазы 
в архее семейства Halobacteriaceae.

Материалы и методы

Объектом исследования стала предполагаемая 
внеклеточная гликозил-гидролаза семейства GH20 

Hmb_0796, аннотируемая в  геноме новой галоархеи 
Halomicrobium sp. LC1Hm [8] как β-N-ацетилглюкозами-
нидаза (EC3.2.1.52).

Для исследования была выбрана система гиперэкс-
пресии и  очистки галофильных белков на  основе ар-
хеи Haloferax volcanii. Данный микроорганизм имеет 
простые требования к  росту (аэробные условия, опти-
мальная температура 45 °C) и легко культивируется в ла-
боратории. Кроме того, он чрезвычайно устойчив к кон-
таминации, что является значительным преимуществом, 
поскольку значительно снижает требования по стериль-
ности для роста.

В  качестве экспрессионного был выбран челноч-
ный плазмидный вектор pTA  1392, способный репли-
цироваться как в  клетках Е. coli, что необходимо для 
эффективной наработки достаточных количеств ре-
комбинантной ДНК, так и в клетках Haloferax volcanii, 
что, в свою очередь, обеспечивает экспрессию актив-
ного фермента. Кроме того, важной особенностью 
данного вектора является возможность присоедине-
ния стрептавидин-связывающего пептида (SBP-таг) 
на  С-конце рекомбинантного белка, так как высокое 
содержание гистидина в  белках галофильных микро-
организмов усложняет процесс классического выде-
ления с  помощью His6-тага путем металлаффинной 
хроматографии.

Подбор праймеров для амплификации генов, ко-
дирующих гликозил-гидролазы, проводился с  помо-
щью программы CLC Genomics Workbench (QIAGEN, 
США) с  добавлением сайтов рестрикции (NdeI и  NheI) 
на  5’ и  3’ концы кодирующей последовательности для 
клонирования в  вектор pTA  1392. Амфлификация ге-
нов-кандидатов осуществлялась с  помощью набора 
реактивов Encyclo Plus PCR kit (Евроген, Россия). Выбор 
данной полимеразы обусловлен возможностью клони-
рования продуктов ПЦР в ТА-векторы за счет выступа-
ющих на концах амплифицированных фрагментов ДНК 
дезоксиаденозиновых остатков. Продукты реакции 
были очищены с помощью набора Cleanup Mini (Евро-
ген, Россия) и  клонированы в  промежуточный вектор 
pAL2-T (Евроген, Россия). Скрининг трансформирован-
ных колоний E.coli DH5alfa производился с  помощью 
комбинированных пар праймеров (прямой М13 и  об-
ратный праймер, использованный для амплификации 
гена-кандидата), что позволило исключить клоны с не-
правильно ориентированной последовательностью 
гена.

На  следующем этапе исследования, полученные пу-
тем рестрикции рекомбинантного вектора pAL2-T по-
следовательности, были переклонированы в челночный 
вектор pTA 1392. Очистка плазмид проводилась с исполь-
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В ходе данного исследования впервые была успеш-
но экспрессирована ахрейная внеклеточная глико-
зил-гидролаза класса GH20 с  использованием системы 
экспрессии Haloferax volcanii. До настоящего момента 
данная система использовалась только для получения 
внутриклеточных галофильных ферментов [6]. На сегод-

няшний день известны примеры получения галофильной 
хитиназы, выделенной из морской археи Halobacterium 
salinarum [5] и  первой кренархейной галофильной хи-
тиназы микроорганизма Sulfolobus tokodaii [14], однако 
их экспрессия осуществлялась в гетерологичной систе-
ме E. Coli.
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