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АБСТРАКТ

Клонирован новый ген nag1, кодирующий N-ацетил-D-глюкозаминидазу Streptomyces kursanovii. После оптими-
зации экспрессии N-ацетил-D-глюкозаминидазы в клетках E. coli ArcticExpress™ (DE3) получен фермент в раствори-
мой форме. С помощью афинной хроматографии выделена гомогенная форма фермента и изучена ее бактериолити-
ческая способность по отношению к клеткам грамположительной бактерии Microccocus lysodeikticus. Показано, что 
новый фермент обладает бактериолитической способностью, превышающей лизисную активность куриного лизоцима.
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ВВЕДЕНИЕ

Одно из направлений современной сельскохозяйствен-
ной биотехнологии состоит в разработке кормовых анти-
биотиков на основе ферментов. В промышленном пти-
цеводстве и животноводстве кормовые антибиотики 
традиционно применяются с целью улучшения скорости 
роста птицы и животных, для профилактики и лечения 
заболеваний. Однако применение классических антибио-
тиков сопровождается побочными негативными эффек-
тами: происходит их накопление в органах и тканях, а 
также растет число возбудителей болезней, приобрета-
ющих устойчивость к антибактериальным терапевтиче-
ским средствам. Поэтому применение антибиотиков нега-
тивно сказывается на потребительских качествах мясной 
продукции, что делает актуальной проблему поиска их за-
мены. И в этой связи особый интерес и актуальность вы-
зывают ферменты, обладающие антибактериальной ак-
тивностью.

Лизоцимы, N-ацетилмурамидгликангидролазы или му-
рамидазы (EC 3.2.1.17), расщепляют пептидогликановый 
компонент клеточной стенки бактерий между N-ацетил-
мурамовой кислотой (NAM) и N-ацетилглюкозамином 
(NAG) по β-1,4-гликозидной связи и относятся к 22-му 
семейству гликозидгидролаз (GH 22) (CAZy; http://www.
cazy.org/) (Рисунок 1) [1-3]. 

В современном сельском хозяйстве в качестве фер-
ментной антибактериальной добавки используют кури-
ный лизоцим. С практической точки зрения недостатком 
лизоцимов является неспецифичность по отношению к 
типам клеточной стенки бактерий, что приводит к то-
тальному лизису микробиоты с/х животных и птицы. 
Решением данной проблемы является добавка пробио-
тических средств на основе бактерий Lactobaccilus и 
Bifidobacterium после или совестно с добавкой лизоцима 
в корма [4].

Однако в настоящее время мурамидазы найдены в 
различных организмах и относятся к различным семей-
ствам гликозилгидролаз - GH22, GH23, GH24, GH25, 
GH73, GH104 и GH108. Относящиеся к этим семействам 
ферменты действуют на один и тот же субстрат, но меха-

низмы реакций могут отличаться [1].
В работах [5, 6, 7] были показаны антибактериальные 

свойства N-ацетил-D-глюкозаминидазы (NAGase), опре-
деляемые механизмом действия данного фермента по от-
ношению к -1,4-связи N-ацетилглюкозамина – компо-
нента остова пептидогликана (Рисунок 1). Тем не менее, 
в литературе содержатся противоречивые данные отно-
сительно гидролиза клеточной стенки бактерий под дей-
ствием N-ацетил-D-глюкозаминидазы и специфичности 
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Рисунок 1. Структура повторяющейся единицы пептидогли-
кана клеточной стенки. Цифры в кружках обозначают:1, 2—

места полимеризации гликанового остова молекулы:3 —место 
присоединения с помощью фосфодиэфирной связи молекулы 
тейхоевой кислоты в клеточной стенке грамположительных 
бактерий; 4, 5 —места, по которым происходит связывание 

между гликановыми цепями с помощью пептидных связей;6 
— место ковалентного связывания (пептидная связь) с липо-
протеином наружной мембраны у грамотрицательных бакте-
рий. Стрелками обозначены места расщепления -1,4-связи 

лизоцимом и N-ацетил-D-глюкозаминидазой
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его по отношению к пептидогликану клеточной стенки 
грамположительных и грамотрицательных бактерий. 

Таким образом, целью нашей работы было получе-
ние нового гомогенного ферментного препарата N-аце-
тил-D-глюкозаминидазы бактерии Streptomyces kursanovii 
и определение его бактериолитической активности в срав-
нении с куриным лизоцимом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы
В работе использовался штамм Streptomyces kursanovii 

ВКМ Ac-1504D. Для экспрессии NAGase использовались 
следующие штаммы: E.coli ArcticExpress™ (DE3) (Agilent 
Technologies, США), содержащий плазмиду pRARE 
(Merck Group, Германия), несущую гены, кодирующие 
тРНК для редко используемых в E. coli кодонов; E. coli 
BL21-Gold(DE3) (Agilent Technologies, США), содержа-
щие плазмиду pKJE7 (Takara Bio Inc, Япония), несущую 
гены шаперонов.

Выделение геномной ДНК S. kursanovii
Культура S. kurssanovii выращивалась в течении 48 ча-

сов на среде LB с добавкой 1% глюкозы в течении 48 ча-
сов. Культура отделялась от культуральной жидкости цен-
трифугированием и осадок клеток ресуспендировался в 
200 мкл лизис буфера (50 мМ Трис-HCl pH 7.5, SDS 1% 
+200 единиц протеиназы К). Смесь инкубировалась 40 
минут при 50оС. Далее к смеси добавлялось 300 мкл водо-
насыщенного фенола и 300 мкл хлороформа. Смесь цен-
трифугировали и ДНК из раствора осаждали этанолом и 
перерастворяли в dH2O.

Клонирование гена nag1 и экспрессия в клетках E. 
coli

Для амплификации гена nag1 (Рисунок 2) использо-
вался метод ПЦР. В качестве матрицы использовалась ге-
номная ДНК S. kurssanovii и специфические олигонукле-
отиды:

SkurNAG_F, GGAGATATACATATGCCCGTGCACAG
ATCCGGAAC

SkurNAG_R, GTGGTGGTGGTGGTGGTGGCCGTTG
GCGAGCGCCTGGAC

Условия амплификации были: 95oС-30s (1 цикл): 95 

oС-10s, 58 oС-30s, 68 oС-1 мин (25 циклов), 68 oС-10 мин. 
ПЦР проводилась при помощи Fanta ДНК-полимераза, 
(Vazyme, Китай) с добавлением 5% ДМСО. 

ПЦР-продукт размером ~850 п.о. клонировали в век-
тор pNIC28 (предоставлен Opher Gileadi, Addgene plasmid 
#26103) методом лигаз-независимого клонирования [8]. 
Для упрощения процесса выделения целевого гомоген-
ного белка, вектор pNIC28 содержал последовательность, 
кодирующую 6хHis-эпитоп на 5`-конце nag1 гена. Таким 
образом, была получена плазмида pNIC-NAG. Плазмида 
была секвенирована в обоих направлениях по методу Сэ-
нгера (ООО «Синтол», Россия).

Плазмида pNIC-NAG была трансформирована в 
клетки E. coli ArcticExpress™ (DE3). Клетки выращивали 
в течении ночи в среде LB с добавками 100 мкг/мл ка-
намицина, 20 мкг/мл гентамицина, и 30 мкг/мл хлорам-
феникола на орбитальной качалке (240 об./мин, 37°C). 
Аликвота ночной культуры помещалась в среду TB (со-
отношение 1 к 50) и культивировалась в колбах объемом 
750 мл в течение 2 часов при 30°C. Далее культуру ох-
лаждали до 15°C и добавляли изопропил--D-тиогалак-
топиранозид, ИПТГ) до конечной концентрации 0.3 мМ. 
Культуру инкубировали 18 часов при 15°C. Далее, клетки 
осаждали центрифугированием и разрушали ультразву-
ком (20 импульсов по 5 секунд) в буфере (20 мМ Na-PO4, 
500 мМ NaCl, pH 6.7).

 Для оптимизации экспрессии, аликвота ночной куль-
туры помещалась в среду LB и выращивалась 3 часа при 
30°C. Культуру охлаждали до 11°C и добавляли ИПТГ до 
концентрации 0.3 мМ или 1 мМ. Культуру инкубировали 
24 часа при 11°C.

Также, плазмида pNIC-NAG была трансформирована 
в клетки E.coli BL21-Gold(DE3) («Agilent Technologies», 
США). Клетки выращивали в течении 16 ч на среде LB 
с добавкой 100 мкг/мл канамицина и 30 мкг/мл хлорам-
феникола на орбитальной качалке (240 об./мин, 37°C). 
Аликвота ночной культуры помещалась в среду LB (со-
отношение 1 к 50) с 2 мг/мл L-арабинозы. Клетки культи-
вировали в колбах объемом 750 мл 2 часа при 37°C. Далее 
в культуру добавляли ИПТГ до конечной концентрации 1 
мМ. Культуру инкубировали 4 часа при 25°C. 

Рисунок 2. Полинуклеотидная последовательность гена nag1, кодирующая N-ацетил-D-глюкозаминидазу 
S. kursanovii
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Уровень экспрессии и растворимость белка опреде-
ляли путем Na-ДДС-ПААГ электрофореза.

Выделение гомогенной N-ацетил-D-глюкозамини-
дазы и масс-спектрометрический анализ фермента

Обессоливание и отделение низкомолекулярных мета-
болитов проводили методом гель-проникающей хромато-
графии. Колонка 1,6 х 12 см, носитель BioGel P6 (Bio-Rad, 
США), подвижная фаза - 20 мМ Na-фосфатный буфер, 
рН 6,7, с добавлением 500 мМ NaCl, скорость потока 4 
мл/мин.

Выделение целевого белка проводили с использова-
нием металло-хелатной хроматографии. Колонка 1,0 х 8,0 
см, носитель Ni Sepharose Excel (Cytiva, Швеция). Стар-
товый буфер - 20 мМ Na-фосфатный буфер, рН 6,7, с до-
бавлением 500 мМ NaCl. Промывочный - 20 мМ Na-фос-
фатный буфер, рН 6,7, с добавлением 500 мМ NaCl и 15 
мМ имидазола, элюирующий - 20 мМ Na-фосфатный бу-
фер, рН 6,7, с добавлением 500 мМ NaCl и 400 мМ ими-
дазола. Скорость потока 2 мл/мин.

Для масс-спектрометрического анализа использо-
вали метод пептидного картирования после расщепления 
белка, содержащегося в соответствующей полосе геля, 
трипсином (Promega, США) [9]. MALDI-масс-спектроме-
трию трипсинового гидролизата проводили на времяпро-
летном масс-спектрометре UltrafleXtreme (BrukerDaltonik 
GmbH, Германия) в ЦКП “Промышленные биотехноло-
гии” ФИЦ Биотехнологии РАН. Полученные данные ин-
терпретировали путем сравнения масс полученных пепти-
дов и теоретически рассчитанных с помощью сервиса 
Peptide-Mass (http://web.expasy.org/peptide_mass/). 

Определение бактериолитической активности 
турбидиметрическим методом

Бактериолитическую активность (скорость лизиса кле-
ток) измеряли турбидиметрическим методом при pH 5.0 
и 7.0 по изменению оптического поглощения А650 во вре-
мени (-dA/dt) [10]. Изменение во времени оптического 
поглощения (V = -dA/dt), пропорционально изменению 
числа клеток во времени (-dKOE/dt). 1 мл 20 мМ буфера 
(рН 5.0 – Na-ацетатный буфер, pH 7.0 – фосфатный буфер) 
смешивали в пластиковой кювете с 50-60 мкл запасного 
раствора субстрата. Объём вносимого запасного раствора 
субстрата подбирали таким образом, чтобы оптическая 
плотность рабочего раствора составляла 480-540 о.е. при 
длине волны 650 нм. Прописывали фон субстрата (20-30 
сек), после чего вносили 100 мкл фракции фермента или 
запасного раствора ферментного препарата (концентра-
ция 10 мг/мл) и продолжали писать кинетическую кри-
вую (до 60 сек). Реакцию вели при 25°С. 

Запасной раствор субстрата готовили, суспендируя на-
веску лиофильно высушенных клеток (5 мг Microccocus 
lysodeikticus) в 1 мл 20 мМ фосфатного буфера, рН 7, да-
лее раствор центрифугировали 4 мин при 5000 об/мин, 
удаляли супернантант с примесями, а осадок перераство-
ряли в 1 мл 20 мМ фосфатного буфера, рН 7. Измерения 
проводили на двухлучевом спектрофотометре «UV-1800» 
(«Shimadzu», Япония). Лиофильно высушенные клетки 
Microccocus lysodeikticus были предоставлены проф. П.А. 
Левашовым, (МГУ имени М.В. Ломоносова). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оптимизация экспрессии N-ацетил-D-глюкозами-
нидазы в штаммах E. coli

Плазмида pNIC-NAG была трансформирована в два 
экспрессионных штамма E. coli ArcticExpress™ (DE3) и 
E. coli BL21-Gold(DE3). По результатам трансформации 
было получено от 10 до 20 клонов рекомбинантных штам-
мов. Было отобрано по одному клону от каждого экспрес-
сионного штамма. 

Для клонов штамма E. coli BL21-Gold(DE3) была по-
лучена экспрессия N-ацетил-D-глюкозаминидазы в не-
растворимой форме (данные не приведены). Практиче-
ски весь белок находился в виде телец включения. Треки 
1 и 4 на Рисунке 3 соответствуют растворимой фрак-
ции лизатов E.coli BL21-Gold(DE3) с экспрессией N-аце-
тил-D-глюкозаминидазы при двух условиях – 1мМ ИПТГ 
и 3 и 4 ч индукции при 30 и 25 °C соответственно для тре-
ков 1 и 4. 

Треки 2, 3 и 5 соответствуют растворимой фракции ли-
затов клеток E. coli ArcticExpress™ (DE3), полученных в 
результате оптимизации концентрации ИПТГ, а также вре-
мени индукции и температуры. Из Рисунка 3 следует, что 
наилучшей растворимой экспрессии N-ацетил-D-глюкоза-
минидазы удалось достичь при снижении концентрации 
ИПТГ до 0,3 мМ, снижении температуры культивирова-
ния штамма до 10 °C и увеличении времени культиви-
рования после индукции до 24 ч. Очевидно, что данный 
эффект связан с более медленным и правильным фолди-
рованием N-ацетил-D-глюкозаминидазы. Немаловажным 
фактором в данном случае является и наличие в штамме 
E.coli ArcticExpress™ (DE3) плазмиды pRARE. Введение 
в клетку плазмиды pRARE, несущей гены тРНК шести 
редких для E. coli кодонов значительно повышает эффек-
тивность экспрессии N-ацетил-D-глюкозаминидазы.

Рисунок 3. Результаты Na-ДДС-ПААГ электрофореза образ-
цов лизатов после разрушения ультразвуком и центрифуги-
рования. 1 - E. coli BL21-Gold(DE3) (1мМ ИПТГ, 3ч, 30°C), 
2 - E. coli ArcticExpress™ (DE3) (0,3 мМ ИПТГ, 24 ч, 11°C), 
3 - E.coli ArcticExpress™ (DE3) (0,3 мМ ИПТГ, 24 ч, 10°C), 
4 - E. coli BL21-Gold(DE3) (1мМ ИПТГ, 4ч, 25°C), 5 - E. coli 

ArcticExpress™ (DE3) (1 мМ ИПТГ, 18 ч, 15°C).
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Выделение гомогенной формы N-ацетил-D-глюко-
заминидазы

Лизат центрифугировали в течение 20 минут при 
15000 g и температуре 10 оС. Для замены буфера и отде-
ления от низкомолекулярных метаболитов надосадочную 
жидкость, содержащую растворимую фракцию белков, 
наносили на колонку для гель-проникающей хроматогра-
фии с носителем BioGel P6. Элюирование проводили в 20 
мМ Na-фосфатном буфере, рН 6,7, содержащем 500 мМ 
NaCl, который использовали как стартовый буфер для ме-

талло-хелатной хроматографии. 
Полученные белковые фракции объединяли и нано-

сили на колонку с носителем Ni Sepharose Excel. Промы-
вали колонку стартовым буфером, затем промывочным 
буфером, содержащем 15 мМ имидазола. По окончании 
промывки смывали связавшийся целевой белок элюирую-
щим буфером, содержащим 20 мМ Na-фосфат, рН 6,7, 500 
мМ NaCl и 400 мМ имидазола. Хроматографический про-
филь представлен на Рисунке 4. Собирали несвязавшу-
юся фракцию (Х1, Х2), фракцию после промывки (А1), а 
также фракции (А2-А4), содержащие целевой белок. 

Был проведен электрофорез в денатурирующих усло-
виях, на Рисунке 5 представлена электрофореграмма ли-
зата после обессоливания, а также фракций, полученных 
после металло-хелатной хроматографии. 

Бактериолитическая активность N-ацетил-D-глю-
козаминидазы

Для определения бактериолитической активности пре-
парата гомогенной N-ацетил-D-глюкозаминидазы был ис-
пользован турбидиметрический метод, разработанный ра-
нее для лизоцима [10]. В качестве контроля использовался 
коммерческий препарат лизоцима – LISOPROQ (Proquiga 
Biotech, Испания), концентрация которого составляла 30 
мкг/мл (также как и концентрация гомогенной N-аце-
тил-D-глюкозаминидазы). В качестве модельных бакте-
рий был взят грамположительный штамм Microccocus 
lysodeikticus. Результаты приведены в Таблице 1.

Из полученных данных следует, что полученный фер-
ментный препарат гомогенной N-ацетил-D-глюкозами-

Рисунок 4. Хроматографический профиль выделения N-ацетил-глюкозаминидазы на колонке с 
носителем Ni Sepharose Excel

Рисунок 5. Электрофореграмма белковых фракций после хро-
матографического разделения. 1 – лизат после обессоливания; 
2 – несвязавшаяся фракция X1; 3-5 – различные разбавления 
фракции А1; 6 – фракция А3; 7 – фракция А4. М – белковый 
маркер, значения молекулярных масс белков (в кДа) приве-

дены справа.

Таблица 1 – Бактериолитическая активность лизоцима и N-ацетил-D-глюкозаминидазы по отношению к Microcco-
cus lysodeikticus

Фермент
Активность, ед/мл
pH 5.0 pH 7.0

Лизоцим (Lisoproq) 260±12 127±11
N-ацетил-D-глюкозаминидаза 477±31 750±62
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нидазы проявляет значительную лизисную активность 
по отношению к клеткам грамположительного штамма 
M. lysodeikticus. Аналогичный эффект наблюдался для 
N-ацетил-D-глюкозаминидазы из Serratia marcescens [6], 
Staphylococcus saprophyticus [11]. 

Важно отметить, что ферменты, гидролизующие ком-
поненты пептидогликана используются не только в сель-
ском хозяйстве, но и в пищевой промышленности. Они 
находят применение как антибактериальные препараты, 
добавки для консервирования/сохранения пищевых про-
дуктов, в качестве добавки к детским молочным смесям, 
а также в сыроварении [12]. 

Таким образом, новый препарат на основе N-аце-
тил-D-глюкозаминидазы из Streptomyces kuranovii, по-
зволяет расширить панель ферментов с бактериолитиче-
скими свойствами, что открывает перспективы апробации 
полученного ферментного препарата не только в сельском 
хозяйстве в качестве замены или частичной замены анти-
биотиков в кормах, но и возможность испытания новой 
N-ацетил-D-глюкозаминидазы в технологических процес-
сах пищевой промышленности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для получения и изучения ферментного препарата 
с бактериолитической активностью клонирован ген 
nag1, кодирующий N-ацетил-D-глюкозаминидазу из 
Streptomyces kursanovii. Проведена внутриклеточная экс-
прессия гена nag1 в клетках E. Coli и получена реком-
бинантная N-ацетил-D-глюкозаминидаза с хроматогра-
фической чистотой. Бактериолитическая активность 
рекомбинантного фермента в отношении грамположи-
тельных бактерий подтверждена в тестах с использова-
нием Microccocus lysodeikticus. Результаты свидетель-
ствуют, что новый фермент обладает бактериолитической 
способностью, превышающей лизисную активность ку-
риного лизоцима.
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АБСТРАКТ

Streptomyces kursanovii N-ацетил-D-глюкозаминидазасын кодтайтын жаңа nag1 гені клондалды. E. 
coli ArcticExpress™ (DE3) жасушаларында N-ацетил-D-глюкозаминидаза экспрессиясынын оптимизациясынан кейін 
еритін формадағы фермент алынды. Аффинді хроматографияның көмегімен ферменттің гомогенді формасы бөлініп, 
олардың Microccocus lysodeikticus грам-оң бактериясына қатысты бактериолитикалық қасиеті зерттелді. Жаңа фермент 
тауық лизоцимінің лизисті белсенділігінен асатын бактериолитикалық қасиетке ие екендігі көрсетілген. 

Түйін сөздер: ген, ферменттік препарат, глюкозаминидаза, жемдік антибиотиктер, лизоцим, пробиотик
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ABSTRACT

A new nag1 gene encoding N-acetyl-D-glucosaminidase from Streptomyces kursanovii was cloned. The soluble form 
of N-acetyl-D-glucosaminidase was obtained after improving its expression in E. coli ArcticExpressTM (DE3) cells. The 
homogeneous form of the enzyme was isolated by affinity chromatography, and its bacteriolytic ability against cells of the 
Gram-positive bacterium Micrococcus lysodeikticus was studied. It was demonstrated that the new enzyme’s bacteriolytic 
capacity surpasses that of chicken lysozyme.
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