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Вечная мерзлота, занимающая около 26% по�
верхности Земли и 50% территории России, пред�
ставляет собой уникальную экологическую нишу,
для которой характерно одновременное воздей�
ствие постоянных отрицательных температур,
фоновой ионизирующей радиации, низкой ак�
тивности воды и ограниченности питательных
веществ на протяжении геологически значимого
отрезка времени. Различными исследователями
доказана способность про� и эукариотических
микроорганизмов сохранять жизнеспособность в
вечной мерзлоте [1], в том числе в криопэгах,
представляющих собой незамерзшие отрицатель�
но температурные линзы высокоминерализован�
ных вод в толщах многолетнемерзлых осадочных
пород морского происхождения [2].

Изучение физиологических основ выживае�
мости микроорганизмов в условиях, характерных
для вечной мерзлоты, способствует расширению
представления о пространственных и временн х
границах биосферы, а также обнаружению био�
логически активных веществ с новыми свойства�
ми для использования в биотехнологии, напри�
мер жирных кислот, пигментов, веществ с анти�
микробной активностью и белков, в том числе
ферментов [3].

Холодоактивные ферменты обладают повы�
шенной активностью при низких температурах и
более высокой аффинностью к субстратам, что
способствует увеличению каталитической эффек�
тивности и скорости проводимых ими реакций.
Большой интерес вызывает применение таких
ферментов в биотехнологии. В частности, холодо�
активные липазы и эстеразы, которые являются

ы́

катализаторами в реакциях гидролиза триацил�
глицеридов до глицерина и жирных кислот, могут
быть использованы в легкой и пищевой промыш�
ленности, а также в тонком химическом синтезе
термолабильных соединений и для биоремедиа�
ции загрязненных территорий Севера.

С целью обнаружения продуцентов холодоак�
тивных липолитических ферментов в образцах
криопэгов Колымcкой низменности, п�ова Ямал
и мыса Барроу (Аляска) (табл. 1) нами были ис�
пользованы как традиционный микробиологиче�
ский подход, включающий выделение в чистую
культуру отдельных представителей микробных
сообществ, обладающих желаемой активностью,
так и современные генноинженерные и биоин�
формационные методы.

В результате применения этих подходов из об�
разцов криопэгов выделены и частично охаракте�
ризованы культуры аэробных галофильных мик�
роорганизмов – продуцентов липолитических
ферментов. Были клонированы гены двух наибо�
лее интересных ферментов – холодоактивных ли�
паз Psychrobacter cryohalolentis K5T, получены
миллиграммовые количества белков и проведено
исследование их физико�химических свойств.

Выделение культур из криопэгов проводили
методом накопительного культивирования при 4
и 20°C на стандартных питательных средах R2A и
1/2 TSB (“Difco”) с добавлением NaCl в конечной
концентрации 100–250 г/л. В результате работы в
чистую культуру выделен 51 штамм микроорга�
низмов, представленных в основном пигменти�
рованными грамположительными кокками и па�
лочками. Для 36 штаммов проведено частичное
определение нуклеотидных последовательностей
16S рДНК путем прямого секвенирования фраг�
ментов ДНК, полученных в реакции ПЦР с исполь�
зованием универсальных бактериальных прайме�
ров BACT 8�27F (AgAgTTTgATC(C/A)TggCTCAg) и
1510�1492R ((A/C)g(C/T)TACCTTgTTACgACTT)
(“Евроген”) и Taq�полимеразы (“Fermentas”). Полу�
ченные нуклеотидные последовательности сравнива�
ли с имеющимися в базах данных RDP (http://rdp.cme.
msu.edu) и GenBank (httt://www.ncbi.nlm.nih.gov) с
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использованием программы BLAST (http://blast.
ncbi.nlm.hih.gov/Blast.cgi). Скрининг на липоли�
тическую активность проводили, как описано
в [4].

Результаты работы показали, что наиболее
перспективными для выделения продуцентов ли�
политических ферментов являются криопэги
в устье р. Ярояха и мыса Барроу (табл. 1, 2). Из
16 штаммов, обладающих липолитической актив�

ностью, 6 штаммов выделены из образца № 4 и 6
штаммов – из образца № 6.

Большую часть полученных штаммов на осно�
вании гомологии последовательностей 16S рДНК
можно отнести к классу Actinobacteria, порядку
Actinomycetales и родам Citricoccus, Dietzia и
Brevibacterium. Степень гомологии с имеющими�
ся в базах данных последовательностями состав�
ляет от 96 до 100%; таким образом можно предпо�

Таблица 1. Основные характеристики исследованных образцов

№ образца Место отбора Глубина, м Возраст образца, тыс. лет Минерали�
зация, г/л

1 Колымская низменность, скв. 15/99 40 Средний плейстоцен, 100–120 160

2 Колымская низменность, скв. 15/99 40 Средний плейстоцен, 100–120 160

3 Скважина в устье р. Ярояха (п�ов Ямал) 5 Голоцен, 5–7 58

4 Пойма р. Ярояха, скв. 1 (п�ов Ямал) 7.5 Голоцен 5–7 70

5 Бованенковское газовое месторожде�
ние (п�ов Ямал), скв. 65П

120 Средний плейстоцен, 100–120 31

6 Мыс Барроу, Аляска 50 Поздний плейстоцен, 40–50 158

Таблица 2. Характеристики выделенных штаммов, обладающих липолитической активностью

Название 
культуры

№ об�
разца

Ближайший гомолог в GenBank 
(по данным анализа 16S рДНК)

Гомоло�
гия, %

Тест на липолитическую активность при росте
на среде 1/2 TSB, содержащей

трибути�
рин

трибути�
рин +

+ 100 г/л
NaCl

родамин 
Б + олив�

ковое
масло

родамин
Б + оливко�
вое масло +

+ 100 г/л 
NaCl

II�15�99�R1 2 Brevibacterium sp. (JF970576) 98 – – + –

LYa�T10 3 Uncultured bacterium (FN563257) 99 – – + –

LYa�T5 3 Brevibacterium sp. (EF612292) 98 – – + –

YaCP�T2 4 Brevibacterium sp. (JF970576) 97 – + – –

YaCP�T20 4 Citricoccus sp. (AM111007) 99 + – – +

YaCP�T29 4 Citricuccus sp. (AB594473) 99 + + + +

YaCP�T38 4 Brevibacterium sp. (EF612292) 98 – – + –

YaCP�T40 4 Dietzia sp. (DQ448696) 100 + + – –

YaCP�T44 4 Brevibacterium sp. (JF970576) 99 + + + –

BCP�T1 5 Dietzia sp. (FJ435351) 99 + + + –

AL�R1 6 Citricoccus sp. (AB272821) 99 – – + +

Al�T3f 6 Arthrobacter sp. (GQ495069) 96 – – + +

Al�T7 6 Lacticigenium naphtae 
(NR_041685)

99 – – + +

Al�T9 6 Citricoccus nitrophenolicus 
(GU797177)

99 – + + +

Al�T13 6 Citricoccus sp. (AB189330) 100 + + – –

Al�T17 6 Citricoccus nitrophenolicus 
(GU797177)

99 – – + +
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ложить, что некоторые из выделенных нами
штаммов представляют собой новые виды.

С помощью аналогичных тестов обнаружена
липолитическая активность штамма P. Cryohalo�
lentis K5T, выделенного ранее из образца № 1 [5].
Поиск гомологов липаз родственных микроорга�
низмов [6, 7] в геноме этой бактерии [http://www.

genome.jp/dbgetbin/www_bget?gn:T00350] с помо�
щью программы BLAST привел к идентификации
двух целевых генов (EstPc и LipPc), которые были
экспрессированы в клетках E. coli для изучения
соответствующих белков. С этой целью проводи�
ли ПЦР с использованием геномной ДНК P. cryo�
halolentis в качестве матрицы и двух пар ген�спе�
цифических праймеров:

Pc0023F 5'�ATAATACATATGATAAATACCACCCAAAAGATTATTC,
Pc0023R 5'�ACATGTCGACGTTCTTTAACCCTTCACGAAAC,
Pc2458F 5'� ATAATACATATGTCTAACTCAACAGTACTATC,
Pc2458R 5'�ACATGTCGACAGCGCTCAATAGCGCCCTTG.

Полученные фрагменты клонировали в вектор
pET32a, в результате чего были сконструированы
плазмиды pET�EstPc и pET�LipPc. Рекомбинант�
ные белки, полученные в результате экспрессии в
клетках E. coli BL21(DE3), были очищены с по�
мощью Ni�аффинной хроматографии на колонке
Ni�Sepharose FastFlow (“GE Healthcare”). Липо�
литическую активность EstPc и LipPc определяли,
как описано в работе [8].

В результате электрофоретического анализа в
SDS�ПААГ биомассы штаммов�продуцентов по�
сле индукции 0.1 мМ ИПТГ (изопропилтиогалак�
тозид) установлено, что целевые гены EstPc и
LipPc эффективно экспрессируются в клетках
E. coli (рис. 1, дорожки 3, 6). Подвижность очи�
щенных рекомбинантных белков EstPc и LipPc со�
ответствует рассчитанным молекулярным массам

(около 33 и 54 кДа соответственно, рис. 1, до�
рожки 4, 7).

Температурный оптимум активности белка
LipPc, который проявляет более высокую актив�
ность по отношению к субстратам с относительно
длинной углеводородной цепью, составляет 25°C;
при более низких температурах активность сохра�
няется на уровне 65–95% от максимальной. Для
LipPc характерна типичная для холодоактивных
белков нестабильность при повышенных темпе�
ратурах; так, даже кратковременный прогрев его
при 50°C приводит к полной потере активности
(рис. 2). Присутствие в реакционной смеси NaCl
не влияет на активность данного белка.

Белок EstPc может быть отнесен к эстеразам,
поскольку лучше утилизирует субстраты с корот�
кой и средней углеводородной цепью. Он прояв�
ляет максимальную ферментативную активность
при температуре 35°C; его активность при темпе�
ратурах 5–30°C составляет около 90% от макси�
мальной. Присутствие NaCl в реакционной смеси
повышает активность EstPc более чем на 70%.

1 2 3 4 5 6 7

116.0

66.2

45.0

35.0

25.0

18.4

14.4

Рис. 1. Экспрессия генов EstPc и LipPc и выделение
рекомбинантных белков. 1 – маркёр молекулярной
массы белков (“Fermentas”); 2, 3, 5, 6 – тотальный
клеточный белок из клеток E. сoli BL21(DE3), транс�
формированных плазмидами pEstPc (2, 3) или
pLipPc (5, 6), без индукции (2, 5) и с индукцией
0.1 мМ ИПТГ (3, 6); 4, 7 – очищенные рекомбинант�
ные белки EstPc и LipPc.

Рис. 2. Термостабильность белков EstPc и LipPc. Фер�
менты инкубировали в реакционной смеси, содержа�
щей 50 мМ Tris�HCl, pH 8.0, при указанных темпера�
турах в течение 15, 30, 45 и 60 мин, остаточную актив�
ность измеряли после инкубации с 0.25 мМ
паранитрофенилбутиратом в качестве субстрата в те�
чение 15 мин при 25°C.
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При этом в отличие от большинства холодоакив�
ных ферментов EstPc демонстрирует относитель�
но высокую термостабильность: он сохраняет
около 50% активности после инкубации в течение
45 мин при 90°C (рис. 2). Эти свойства делают
EstPc перспективным объектом для практическо�
го применения в биотехнологии. Большой инте�
рес представляет также структурное исследова�
ние EstPc с помощью методов рентгеноструктур�
ного анализа или ЯМР, так как этот белок не
имеет близких гомологов с известной простран�
ственной структурой.

Таким образом, в результате проведенных ис�
следований нами создана коллекция, содержа�
щая 16 перспективных штаммов�продуцентов ли�
политических ферментов из криопэгов Арктики.
Получены в очищенном виде и охарактеризованы
две холодоактивные липазы микроорганизма
P. cryohalolentis K5T. В ближайшее время мы пла�
нируем провести полномасштабное структурное
исследование белка EstPc.

Авторы выражают благодарность проф. В.Е. Ро�
мановскому (Университет Аляски) за предостав�
ленный образец № 6 и В.В. Щербаковой (ИБФМ
РАН) за культуру P. cryohalolentis K5T.

Работа выполнена при поддержке гранта
РФФИ № 10–05–00079 и программы Президиу�
ма РАН “Молекулярная и клеточная биология”.
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