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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы исследования 

 

Большинство биохимических реакций в природе происходят под действием природных 

биокатализаторов — ферментов. Огромное количество ферментов разных классов хорошо 

изучено на современном биохимическом и структурном уровнях, а некоторые нашли применение 

в прикладных областях [1]. Почти неограниченным источником природных биокатализаторов 

являются микроорганизмы (бактерии, грибы, дрожжи), содержащие набор большинства 

известных энзимов. Поиск и характеристика природных продуцентов ферментов, являющихся 

более совершенной альтернативой используемым в настоящее время, а также получение новых, 

не изученных и не применяемых ранее ферментных препаратов для модификации целевых 

соединений, является актуальной задачей современной энзимологии. 

В данной работе рассмотрены биохимические особенности двух гидролаз, мажорной α-L-

фукозидазы и сульфатазы, обнаруженных и выделенных из мицелиального гриба Fusarium 

proliferatum LE1. Разнообразные сульфатированные соединения, а также гликоконъюгаты, 

содержащие α-L-фукозу, задействованы во многих жизненно важных процессах в 

эукариотических организмах [2–9]. Изучение механизма действия ферментов, участвующих в 

модификации сульфатированных гликоконъюгатов, важно как для расширения 

фундаментальных знаний об этих энзимах, так и для их потенциального практического 

использования. Биохимические исследования гетерогенного класса сульфатаз микробного 

происхождения находятся пока на начальном этапе, сильно отставая от развитых геномных 

технологий [4]. α-L-Фукозидазы, способные избирательно отщеплять остатки L-фукозы, 

являются важными инструментами для изучения структуры и биологических функций 

различных фукозилированных олиго- и полисахаридов [10–15]. Так, возросший интерес к 

фукоиданам определяет потребность в эффективных биокатализаторах, способствующих 

деполимеризации сульфатированных полисахаридов, к которым относятся фукозидазы, 

фукоиданазы, сульфатазы, а также другие гликозидгидролазы [10, 11, 16–26]. 

Кроме того, способность α-фукозидаз с «сохраняющим» механизмом действия 

катализировать реакции трансгликозилирования может стать новым направлением в получении 

фукозилированных биомиметиков в русле разрабатываемых в настоящее время экологичных и 

альтернативных химическим методов и подходов по созданию фукоолигосахаридов грудного 

молока [27–29]. 

Одной из стратегий снижения высокой стоимости препаратов гликозидаз является 

иммобилизация ферментов, в результате чего появляется возможность их многократного 
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использования [30–32]. Поэтому разработка иммобилизованных биокатализаторов и их 

детальная биохимическая характеристика актуальна с точки зрения практической значимости 

работы. 

 

Степень научной разработанности темы 

 

В научной литературе достаточно широко представлено описание ферментативных 

комплексов, участвующих в расщеплении целлюлозы, хитина, крахмала и других полисахаридов 

[33–37]. Поскольку в модификациях этих соединений участвуют ферменты как эндо-, так и экзо-

типа, возможность составлять из них «коктейли» делает гидролиз полисахаридов более 

эффективным. 

Для селективного фрагментирования полианионных сульфатированных полисахаридов 

используют такие ферменты, как фукоиданазы – эндо-гликозидазы, распространенные среди 

морских организмов [21–23]. Также известно об экзо-фуканазах, отщепляющих 

сульфатированные L-фукозы и фукобиозы [10, 38, 39], что подтверждает предположения о 

существовании фукоидан-гидролизующих ферментов с разным типом действия. Однако 

охарактеризованных α-L-фукозидаз и сульфатаз, способных модифицировать фукоиданы, совсем 

немного. Чаще всего в качестве примеров успешного гидролиза приводились описания 

обработки полисахаридов грубой смесью ферментного препарата из бактерий или морских 

беспозвоночных. Также показано действие некоторых индивидуальных ферментов α-фукозидаз 

и сульфатаз из бактерий или морских беспозвоночных в отношении сульфатированных 

фукоиданов [10, 11, 25, 26, 40]. 

Вопрос о поиске новых продуцентов малоизученных ферментов, ценных для науки и 

промышленности, является актуальным и в настоящее время, а поиск — перспективным и 

необходимым. Известно, что штаммы рода Fusarium – источники ценных ферментов, а также 

биопродуценты для производства ароматизаторов, пигментов, биотоплива и важных вторичных 

метаболитов для медицинских целей [41]. В целом, мицелиальные грибы — многообещающие 

продуценты ферментов и других соединений, которые довольно широко используются во многих 

процессах [42–44]. 

Исследование группы ферментов сульфатаз – относительно слабо развитая область 

энзимологии. Сульфатазы у про- и эукариотических организмов изучали на протяжении 

нескольких десятилетий периодически, их функции незаслуженно считали ограниченными, а 

интерес к ним возрос лишь после выяснения функции и роли сульфатаз у человека [45]. Несмотря 

на наличие в базе данных SulfAtlas [46], созданной в 2016 году [4], большого числа 

предполагаемых нуклеотидных последовательностей, кодирующих сульфатазы, лишь для 
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ограниченного количества грибных сульфатаз выполнена подробная биохимическая 

характеристика. Из охарактеризованных на биохимическом уровне сульфатаз грибов можно 

назвать только 4-х представителей [47–50], остальные же работы содержат лишь косвенные 

доказательства присутствия сульфатаз в организмах. Чаще всего сульфатазы из грибов — это 

внутриклеточные ферменты, хотя среди них встречаются и секретируемые [49]. Ферментативная 

активность сульфатаз из грибных штаммов показана лишь в гидролизе коротких 

сульфатированных молекул (арилсульфаты, холин-О-сульфат, тирамин-О-сульфат, 

глюкоза/галактоза-О-сульфат и др.), и не найдено ни одной работы, описывающей 

десульфатирование высокомолекулярных сульфатированных соединений (гепарин и другие 

гликозамингликаны, каррагинан, агар, фукоидан и др.). 

Альфа-L-фукозидазы встречаются в бактериях [12, 13, 51], грибах [14, 52], растениях, 

морских беспозвоночных [10], млекопитающих [53]. Цели исследований по изучению тех или 

иных α-L-фукозидаз различны: часть работ посвящена ассоциации α-L-фукозидаз человека с 

рядом патофизиологических процессов [54], в то время как другие работы нацелены на поиск и 

характеристику высокоактивных энзимов из микробных источников для модификаций 

фукоиданов или других фукозилированных молекул. α-L-Фукозидазы принадлежат к 29 и 95 

семействам гликозидгидролаз [55]. Представители 29 семейства способны не только 

катализировать расщепление гликозидных связей, но и осуществлять перенос фукозильного 

остатка на другую молекулу (реакция трансгликозилирования) [12, 13, 56]. В частности, 

различные микробные α-L-фукозидазы используют для получения фукозилированных 

олигосахаридов грудного молока при разработке коммерческих смесей для вскармливания [15, 

27–29]. Такие работы представляются перспективными, поскольку входящие в состав 

фукоолигосахариды являются уникальными биоактивными молекулами [28], а продукты 

ферментативного синтеза обладают большим потенциалом для применения в фармацевтической 

промышленности и медицине. 

Преимущество иммобилизации ферментов заключается в возможности их повторного 

использования и увеличения стабильности при использовании и хранении [57]. Некоторые 

иммобилизованные гликозидазы наряду с гидролитической активностью способны осуществлять 

ферментативный синтез гликобиозидов [57–61]. Методы иммобилизации α-L-фукозидаз 

разработаны лишь для двух ферментных препаратов [40, 62]. Иммобилизованная на хитозане α-

L-фукозидаза оказалась эффективна в реакциях гидролиза фукоидана [40]. Реакция 

трансгликозилирования иммобилизованными α-L-фукозидазами не описана в литературе. 
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Цель исследования 

 

Исследование физико-химических, структурных и функциональных особенностей α-L-

фукозидазы и сульфатазы, продуцируемых новым штаммом мицелиального гриба, 

обнаруженного на поверхности раствора фукоидана. 

 

Задачи исследования 

 

Для достижения поставленной цели были сформулированы следующие задачи: 

1. Характеристика спектра ферментативных активностей нового штамма мицелиального 

гриба, обнаруженного на поверхности раствора фукоидана. 

2. Выделение и очистка сульфатазы из исследуемого организма и изучение физико-

химических и каталитических свойств фермента. 

3. Выделение и очистка α-L-фукозидазы, секретируемой исследуемым продуцентом, и 

изучение свойств фермента в гидролизе фукозосодержащих субстратов. 

4. Исследование трансгликозилирующей активности α-L-фукозидазы и характеристика 

продуктов реакции трансгликозилирования. 

5. Иммобилизация фермента α-L-фукозидазы и исследование параметров для проведения 

эффективного биокатализа. 

 

Научная новизна 

 

В настоящей работе выделен ранее неизвестный штамм мицелиального гриба Fusarium 

proliferatum LE1, который продуцирует широкий набор различных гидролаз, в том числе α-L-

фукозидазу и сульфатазу. 

Получен частично-очищенный ферментный препарат внутриклеточной сульфатазы из F. 

proliferatum LE1 (FpC) и исследованы физико-химические характеристики и субстратная 

специфичность данного фермента. FpC стала одной из первых сульфатаз, полученных из грибов 

рода Fusarium и, более того, входит в первую десятку охарактеризованных сульфатаз из грибных 

источников. 

Впервые получен высокоочищенный ферментный препарат α-L-фукозидазы из 

мицелиального гриба F. proliferatum LE1 (FpFucA). Исследованы физико-химические 

характеристики данного фермента, установлено сходство исследуемой α-L-фукозидазы с 

представителями 29А-семейства гликозидгидролаз базы данных CAZy. Показано, что среди 

известных α-L-фукозидаз исследуемая FpFucA обладает наиболее высокой удельной 
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активностью в реакции гидролиза хромофорного субстрата pNPFuc. Проведен подробный анализ 

кинетических характеристик и констант ингибирования реакции гидролиза, катализируемой α-L-

фукозидазой. Исследована субстратная специфичность фермента в гидролизе синтетических и 

природных фукоолигосахаридов. В работе показано, что исследуемый фермент является 

уникальной α-L-фукозидазой, которая предпочтительно гидролизует α-(1→4)-L-фукозидную 

связь, присутствующую в α-L-фукобиозидах с различными типами связей (не сульфатированные 

короткие фрагменты фукоиданов). Впервые показано, что при совместном действии α-L-

фукозидазы из F. proliferatum LE1 с набором индивидуальных ферментных препаратов экзо-

гликозидаз из грибных источников, FpFucA способна фрагментировать фукоидан из бурых 

водорослей L.digitata. 

Установлено, что исследуемый фермент α-L-фукозидаза обладает трансгликозилирующей 

активностью, перенося остаток L-фукозы на алифатические спирты и pNP-гликозиды. В 

результате реакции трансгликозилирования, катализируемой FpFucA, синтезированы pNP-

фукозо-гликозиды, pNP-дифукозид, а также метил-, этил- и пропилфукозиды. Наличие 

продуктов реакций трансгликозилирования в реакционной смеси показано методами ТСХ и 

ВЭЖХ, а структуры полученных соединений идентифицированы с использованием методов 

ЯМР и масс-спектрометрии. 

Впервые выполнена иммобилизация α-L-фукозидазы FpFucA методом ковалентной 

перекрёстной сшивки в желатине с использованием глутарового альдегида. Получен более 

стабильный по сравнению со свободным ферментом иммобилизованный биокатализатор, 

способный сохранять гидролитическую и трансгликозилирующую активность в течение 10 

реакционных циклов. Впервые осуществлена реакция синтеза фукозилированных соединений 

иммобилизованным ферментным препаратом α-L-фукозидазы. 

 

Теоретическая и практическая значимость работы 

 

Выделенный штамм Fusarium proliferatum LE1 депонирован во Всероссийской Коллекции 

Сельскохозяйственных Микроорганизмов с коллекционным номером RCAM02409 и является 

продуцентом ферментов класса гликозидгидролаз (α- и β-галактозидаза, α- и β-глюкозидаза, 

целлобиогидролаза, β-ксилозидаза и β-ксиланаза, α-L-фукозидаза). Полученные в работе данные 

о спектре ферментативных активностей штамма, а также биохимические исследования 

некоторых из них, служат предпосылкой для исследования вовлеченности этих ферментов в 

метаболизм организма, поскольку многие представители данного вида известны как 

растительные патогены. 
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Понимание особенностей действия сульфатазы из мицелиального гриба F. proliferatum LE1 

и соотнесение полученных знаний с имеющимися на сегодня данными поможет 

систематизировать и совершенствовать имеющуюся классификацию и представления о роли 

этих ферментов у грибных организмов не только на основе геномных «предсказаний», но и с 

учетом данных о биохимических характеристиках этой малоизученной группы ферментов. 

Использование α-L-фукозидазы в реакциях гидролиза и синтеза фукоолигосахаридов имеет 

большое значение для решения как для фундаментальных, так и прикладных задач. Знание 

особенностей гидролитической активности FpFucA даёт возможность использовать фермент для 

селективного отщепления L-фукозных остатков от соответствующих фукозилированных 

сахаридов. В свою очередь, способность фермента катализировать синтез фукосахаридов 

является перспективным направлением использования α-L-фукозидазы. Разработанный способ 

иммобилизации FpFucA позволяет эффективно и многократно использовать гидролитическую и 

трансгликозилирующую активность фермента α-L-фукозидазы в модификациях 

фукозосодержащих соединений. 

 

Методология и методы исследования 

 

Для решения поставленных задач, в данной работе был использован комплекс 

микробиологических, биохимических, физико-химических методов, позволяющих осуществить 

получение ферментных препаратов и их детальную характеристику. В частности, использованы 

следующие методы и подходы: генетические и микробиологические методы идентификации 

нового штамма; микробиологические методы культивирования мицелиального гриба, скрининга 

и индукции требуемых ферментов; вскрытие клеточных структур было осуществлено с 

использованием гомогенизатора под давлением; выделение ферментов осуществляли при 

помощи методов осаждения и хроматографических методов очистки белков; для дальнейшей 

характеристики ферментов использовали электрофоретическое разделение белков в 

полиакриламидном геле, масс-спектрометрический анализ пептидов и их соотнесение с 

последовательностями в известных базах данных, методы определения ферментативной 

кинетики, методы химической и физической иммобилизации ферментов; получение и 

характеристику углеводов в работе осуществляли с использованием тонкослойной 

хроматографии, обращённо-фазной хроматографии, масс-спектрометрического анализа, газо-

жидкостной хроматографии, спектроскопии ядерного магнитного резонанса (ЯМР 1Н). 
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Положения, выносимые на защиту 

 

1. Мицелиальный гриб Fusarium proliferatum LE1 продуцирует широкий спектр гидролаз 

экзо- и эндо-типа, в том числе α-L-фукозидазу и сульфатазу. 

2. Сульфатаза из F. proliferatum LE1 является внутриклеточным ферментом, относится к 

подсемейству 11 S1 структурного семейства (S1_11) сульфатаз и катализирует реакцию 

гидролиза хромофорного субстрата п-нитрофенил сульфата натрия. 

3. Альфа-L-фукозидаза из мицелиального гриба F. proliferatum LE1 является секретируемым 

ферментом экзо-действия и катализирует расщепление α-(1→4)-, α-(1→2)-, α-(1→3)-О-

гликозидных связей между остатками L-фукозы в молекулах дифукозидов. В составе 

ферментной смеси, включающей несколько грибных экзо-гликозидаз, фермент способен 

фрагментировать фукоидан сложного состава, выделенный из смеси бурых водорослей 

Laminaria digitata. 

4. α-Фукозидаза FpFucA, относящаяся к 29 структурному семейству О-гликозидгидролаз 

подсемейству А (GH29A), катализирует реакцию трансгликозилирования с образованием 

pNP-фукогликозидов, pNP-дифукозида а также метил-, этил- и пропилфукозидов. 

5. Иммобилизованная α-L-фукозидаза из F. proliferatum LE1 является новым эффективным 

биокатализатором в реакциях гидролиза и синтеза фукозилированных соединений. 

 

Личный вклад автора в получение результатов, изложенных в диссертации 

 

Автором был выполнен анализ литературы по теме исследования, спланированы и 

проведены эксперименты, на основании полученных результатов были написаны статьи и 

подготовлены доклады на конференциях. На защиту вынесены положения и результаты, где роль 

автора в их получении была определяющей. Идентификация штамма LE1 на основе 

морфологических признаков была выполнена совместно с сотрудниками лаборатории микологии 

и фитопатологии ВИЗР (к.б.н. Гагкаевой Т.Б). Генетическая идентификация штамма F. 

proliferatum LE1 выполнена в лаборатории энзимологии. Масс-спектрометрический анализ 

пептидов выполнен сотрудниками Института биомедицинской химии (д.б.н. Нарыжный С.Н., 

д.б.н. Згода В.Г.), масс-спектрометрический анализ продуктов реакции трансгликозилирования 

выполнен сотрудниками Байкальского Объединенного Инструментального Центра 

«Ультрамикроанализ» (к.х.н. Шишлянникова Т.А., к.х.н. Кузьмин А.В.) и РЦ Методы анализа 

состава вещества Санкт-Петербургского государственного универститета (Кашина М.В.). ЯМР-

эксперименты выполнены при помощи к.ф.-м.н. Шабалина К.А. 
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Степень достоверности и апробация результатов 

 

Достоверность и обоснованность полученных результатов обусловлена применением 

современных методов, соответствующих поставленным задачам с учетом особенностей 

изучаемых объектов, воспроизводимостью полученных данных, а также применением 

статистического метода анализа. 

Полученные в ходе исследования результаты были представлены на II и IV Всероссийских 

конференциях «Фундаментальная гликобиология», Саратов, 2014 и Киров, 2018; XVIII и XIX 

Зимних молодёжных школах по биофизике и молекулярной биологии, включающих молодёжные 

конференции, Санкт-Петербург, 2016, 2017; The EMBO conference “The biochemistry and 

chemistry of biocatalysis: from understanding to design”, 2016, Оулу, Финляндия; международных 

конференциях «Biocatalysis-2015» и «Biocatalysis-2017», Москва, 2015, 2017; V Съезде 

биохимиков России, Сочи-Дагомыс, 2016; The 11th Carbohydrate Bioengineering Meeting, 2015, 

Эспоо, Финляндия; Научном форуме с международным участием «Неделя науки СПбПУ», 

Санкт-Петербург, 2015, 2017 и 2018 г.г.; I конференции молодых учёных и специалистов ПИЯФ, 

Гатчина, 2014. 

По материалам диссертации опубликовано 3 статьи в международных и российских 

журналах и 15 тезисов докладов в материалах научных конференций. 

Работа поддержана 2 грантами: 1. Грант РФФИ №16-38-00881 мол_а «Исследование 

структурных и функциональных особенностей ферментов фукоидан-гидролизущего комплекса 

из Fusarium proliferatum LE1» (2016-2017 гг.) (руководитель), 2. Грант РНФ № 16-14-00109 

«Поиск, исследования и разработка эффективных биокатализаторов на основе микробных 

гликозидгидролаз для модификации биологически ценных гликозидов» (2016-2018 гг.), а также 

3. являлась победителем в конкурсе работ среди молодых учёных НИЦ «КИ» ФГБУ ПИЯФ в 

номинации «Стипендия для молодых ученых и специалистов в области биологии им. С.Е. 

Бреслера»: «Исследование высокоактивного комплекса ферментов из Fusarium proliferatum LE1 

в гидролизе и синтезе фукоолигосахаридов и сульфатированных гликоконъюгатов» (2017 г.). 

 

Структура и объем диссертации 

 

Диссертация изложена на 146 страницах машинописного текста, содержит 14 таблиц, 

иллюстрирована 35 рисунками и состоит из следующих разделов: введения, обзора литературы, 

материалов и методов исследования, результатов и обсуждения исследования, заключения, 

выводов, списка сокращений и списка литературы, включающего 358 научных источников на 

русском и иностранном языке.  
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 
 

1.1 Ферменты и ферментные системы из мицелиальных грибов 
 

Известно, что все живые организмы содержат в своём арсенале разнообразные ферменты, 

помогающие им получать необходимые для жизнедеятельности вещества из окружающей среды, 

трансформируя соединения различного химического состава. Человек с древних времён 

использовал работу ферментов для производства хлеба, вина, сыра или других пищевых 

продуктов, не осознавая механизмов, обеспечивающих протекание этих процессов, а также роли 

микроорганизмов, как поставщиков этих ферментов. Основываясь на большом прогрессе в двух 

областях исследований — химии и биологии — исследователи 21-го века умело пользуются 

накопленными знаниями о технологиях катализа для получения широкого разнообразия 

полезных органических соединений [63]. 

Для масштабного получения ферментных препаратов внимание исследователей обращено 

к про- и эукариотическим микроорганизмам. Микробные продуценты являются 

многообещающим ресурсом благодаря их доступности, простоте и короткому циклу 

культивирования. Они могут синтезировать целый комплекс ферментов, различающихся 

селективностью в модификации природных соединений [33–35, 64–66]. 

Одними из основных продуцентов, секретирующих большое разнообразие промышленно-

важных ферментных комплексов или индивидуальных ферментов, можно назвать мицелиальные 

грибы. Грибы – вторая по величине группа эукариотических организмов на Земле, оценочно 

включающая от 1,5 до 5,1 миллионов видов [67]. Мицелиальные грибы более предпочтительны 

для работы, нежели бактерии, поскольку они менее требовательны к условиям культивирования, 

устойчивы к стрессам, легче переносят неблагоприятные условия и сохраняют жизнеспособность 

при понижении влажности, концентрации веществ. Наличие широкого спектра ферментов и 

вторичных метаболитов, обладающих разнообразными биологическими активностями, 

обусловлено широким видовым и эколого-трофическим разнообразием грибов [44, 68–70]. 

Эндофитные грибы (при определённых обстоятельствах населяющие ткани живых растений, не 

вызывая каких-либо негативных последствий для их функционирования и развития) секретируют 

внеклеточные ферменты, входящие в состав гидролитической системы (в основном, ксиланазы и 

целлюлазы) и окислительной лигнинолитической системы (лакказы, лигнины и пероксидазы) 

[71, 72]. Главное преимущество грибных штаммов для использования их в роли продуцентов – 

способность секретировать большое количество внеклеточных ферментов в среду, возможность 

культивирования их на простых средах, высокая скорость роста, стабильность получаемых 

ферментных препаратов. 
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В промышленных биотехнологиях грибные продуценты уже используют в виде живой 

биомассы клеток и мицелия для кормовых белково-витаминных концентратов и съедобных 

культивируемых видов, а также компоненты метаболизма грибов широко применяются в 

животноводстве, растениеводстве, земледелии, биоремедиации, медицине [73, 74]. Мировой 

рынок ферментов из грибных источников довольно развит, хотя из известных около 2500 

ферментов лишь небольшое количество производятся в промышленных масштабах, при этом 

80% из них – гидролазы [75]. Термо- и алкилостабильные формы гидролаз вводят в состав 

стиральных порошков; целлюлазы, ксиланазы, лигниназы, β-глюкозидазы используют в 

целлюлозно-бумажной промышленности для переработки растительного сырья; фитазу – для 

приготовления пшеничных отрубей и в качестве добавки в корм; α- и β-амилазы, глюкоамилазы 

– в гидролизе крахмала и производстве глюкозо-фруктозных сиропов; серинпротеаза – в 

кожевенном производстве и для приготовления соевого соуса. 

Наиболее широко используемыми организмами являются грибы родов Aspergillus (A. 

oryzae, A. awamori, A. niger), Trichoderma (T. reesei), Fusarium (F. oxisporum, F. graminearum), 

дрожжи Candida (C. rugosa, C. antarctica) [41, 70, 71, 76–79]. Штаммы рода Fusarium – 

многообещающие источники некоторых ферментов, а также биопродуценты ароматизаторов, 

пигментов и важных вторичных метаболитов для производственных и медицинских целей [41]. 

Именно за счёт широкого разнообразия гидролитических ферментов в метаболизме и 

способности синтезировать токсические соединения, многие мицелиальные грибы, в частности 

некоторые представители рода Fusarium, являются растительными патогенами. Поэтому знание 

о механизмах функционирования отдельных ферментов и ферментных систем грибов можно 

использовать для борьбы с ними. 

Хотя выявлено и широко применяется впечатляющее количество и разнообразие грибных 

биокатализаторов, грибы содержат множество не охарактеризованных ферментов, которые 

могут стать новыми промышленно полезными компонентами. Для этого проводятся 

транскриптомные, секреторные [43] и протеомные исследования у грибов [42]. Возможность 

получения подробного анализа грибных секретомов основана на применении 

электрофоретических, хроматографических, масс-спектрометрических методов, с одной 

стороны, а также доступности аннотирования грибных геномов и сложных биоинформационных 

программных инструментов. Для получения новых ферментных препаратов, в том числе при 

помощи анализа секретомов, исследователям ещё предстоит выяснить биохимические 

характеристики, структуры и функции многих вне- и внутриклеточных белков из грибных 

источников [43]. Всестороннее понимание качественного и количественного состава грибных 

секретомов вместе с их синергическими функциями и профилями кинетической экспрессии 

позволит разработать оптимизированные коктейли для различных областей применения. 
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1.2 Гидролазы. Классификация гидролаз 
 

На основании типа катализируемой реакции все известные ферменты делятся на шесть 

классов: оксидоредуктазы, трансферазы, гидролазы, лиазы, изомеразы, лигазы (синтетазы). 

Класс гидролаз катализирует реакции гидролиза, а именно расщепление ковалентной связи 

с присоединением молекулы воды по месту разрыва. Наименование ферментов составляют по 

формуле «название расщепляемого субстрата-гидролаза» или более тривиально, 

присоединением к названию субстрата суффикса «-аза». Также для отдельных классов гидролаз 

применяются названия, характеризующие гидролиз определённой химической связи: 

сульфатазы, фосфатазы, эстеразы и др. 

Традиционная (биохимическая) классификация ферментов основана и периодически 

обновляется Комиссией по ферментам (КФ) (англ. Enzyme Сommission) при Международном 

союзе биохимии и молекулярной биологии (IUBMB) [ENZYME, Enzyme nomenclature database, 

https://enzyme.expasy.org/]. Классификация основана на субстратной специфичности ферментов 

и определяет химическую реакцию, катализируемую ферментом, но при этом не учитывает его 

белковую структуру. По этой причине, несмотря на значительные структурные различия, 

аналогичные ферменты из различных организмов или же различные ферменты одного организма 

могут иметь одинаковый номер КФ. Согласно международной классификации, ферменты 

гидролазы отнесены к классу КФ 3. В зависимости от типа расщепляемой связи ферменты этого 

класса подразделяют на 13 подклассов: гидролазы сложных эфиров (КФ 3.1); гидролазы О-

гликозидов (КФ 3.2); гидролазы простых эфиров (КФ 3.3); гидролазы пептидов (КФ 3.4); 

гидролазы не пептидных азот-углеродных связей (КФ 3.5); гидролазы ангидридов кислот (КФ 

3.6); гидролазы углерод-углеродных связей (КФ 3.7); гидролазы связей с участием галогена (КФ 

3.8); гидролазы связей фосфор-азот (КФ 3.9); гидролазы связей сера-азот (КФ 3.10); гидролазы 

связей углерод-фосфор (КФ 3.11); гидролазы связей сера-сера (КФ 3.12); гидролазы связей 

углерод-сера (КФ 3.13). 

Кроме того, для некоторых подклассов гидролаз созданы базы данных, которые 

классифицируют ферменты на основании строения, укладки белка и его филогенетического 

положения. 
 

1.2.1 Сульфатазы: классификация и механизмы действия 

 

Сульфатазы – ферменты, отщепляющие сульфатную группу по гидролитическому 

механизму (гидролазы сульфатированных эфиров (КФ 3.1.6.х); сульфамидазы (КФ 3.10.1.х)) или 
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же по окислительному механизму (диоксигеназы (КФ 1.14.11.х)) [4]. Сульфатазы обнаружены у 

прокариотических и эукариотических организмов. 

Современная классификация, созданная Barbeyron с соавт. [4], базируется на принципах, 

лежащих в основе классификации углеводмодифицирующих ферментов (база данных CAZy, 

http://www.cazy.org/) и пептидаз (база данных MEROPS, http://merops.sanger.ac.uk/). Так, в основу 

классификации сульфатаз положено, главным образом, степень сходства аминокислотных 

последовательностей, фолдинга сульфатаз и совпадение каталитических остатков. В результате, 

известные сульфатазы поделены на четыре семейства: формилглицин-зависимые сульфатазы 

(семейство S1), семейство Fe(II)-альфа-кетоглутарат-зависимых диоксигеназ (семейство S2), 

алкилсульфогидролазы (семейство цинк-зависимых β-лактамаз) (семейство S3) и 

предполагаемые арилсульфатазы (семейство S4). В Таблице 1 приведены примеры 

представителей всех четырех семейств и их основные особенности. 

Формилглицин-зависимые сульфатазы (семейство S1). Семейство формилглицин-

зависимых сульфатаз (FGly-сульфатазы) включает в себя подавляющее число известных 

сульфатаз. Согласно базе данных SulfAtlas [46], представители данного семейства составляют 

почти 90% от общего числа имеющихся в базе ферментов этого типа и являются членами 

эволюционно консервативного семейства, произошедших от общего предка [80]. Трёхмерная 

структура FGly-зависимых сульфатаз имеет общую основу, они следуют одинаковому 

каталитическому механизму, но проявляют исключительное разнообразие субстратной 

специфичности и образуют десять официальных кодов ферментов (КФ). FGly-сульфатазы 

встречаются среди представителей всех видов живых организмов, в том числе организмов 

морского происхождения, за исключением наземных растений [4]. 

Характерной особенностью всех эукариотических и многих прокариотических FGly-

зависимых сульфатаз является наличие в активном сайте Сα-формилглицина (FGly), который 

образуется в результате пост-трансляционной модификации первого цистеина (Cys) или серина 

(Ser) в консервативном мотиве C/S-X-P/A-X-R-X4-TG аминокислотной последовательности 

сульфатаз [81–92]. Наличие этой аминокислотной последовательности установлено для 

большинства всех известных сульфатаз. Сульфатазы, у которых цистеин трансформируется в 

формилглицин (Cys-типа) характерны как для аэробных, так и анаэробных эу- и 

прокариотических организмов, в то время как сульфатазы, у которых такой аминокислотой 

является серин, т.е. Ser-типа, встречаются только у факультативных или строго анаэробных 

прокариот и не характерны для строго аэробных прокариот. Считается, что модификация Cys/Ser 

до FGly является важным условием для проявления каталитической активности фермента, где 

FGly выполняет роль каталитического нуклеофила [4, 45, 81, 93–96]. Так, например, в 

экспериментах с эукариотическими сульфатазами, когда цистеин заменяли серином, 
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синтезировался каталитически неактивный белок, при этом остаток серина не претерпевал 

конверсии до FGly [82, 97]. FGly-Сульфатазы отщепляют сульфатные группы по 

гидролитическому механизму. 

Сульфатазы семейства S1 имеет высокую степень структурного сходства, включая 

ключевые остатки в активном участке, со щелочными фосфатазами [93]. Отличительной 

особенностью является то, что фосфатазы использует серин, а не FGly в качестве 

каталитического нуклеофила, что упрощает гидролиз моноэфиров фосфата [98]. В виду близкой 

структурной организации активного центра двух групп ферментов, некоторые FGly-сульфатазы 

могут катализировать гидролиз и фосфатного эфира. 

Кроме того, важной особенностью FGly-сульфатаз является наличие в активном центре 

иона двухвалентного металла. Чаще всего это ион Ca2+, но может встречаться и Мg2+. Ион 

металла в FGly-сульфатазах координируют четыре аминокислотных остатка (три остатка 

аспарагиновой кислоты и остаток аспарагина), входящие в состав двух дополнительных 

консервативных последовательностей сульфатаз [4]. 

Другие семейства. В отличие от семейства FGly-зависимых сульфатаз (S1), представители 

трёх оставшихся семейств (Fe2+-α-кетоглутарат зависимые диоксигеназы (семейство S2); Zn2+-

зависимые β-лактамазы (семейство S3) и арилсульфатазы (семейство S4), представлены в 

меньшинстве и действуют по другим, нежели FGly-сульфатазы, механизмам при расщеплении 

сульфатированных соединений (Таблица 1). 

Алкилсульфодиоксигеназы семейства S2 (Fe2+-α-кетоглутарат-зависимые гидроксилазы 

[99]) обнаружены только в трёх типах бактерий: Proteobacteria, Actinobacteria, Cyanobacteria. Ни 

у одного эукариотического организма или же морских прокариотических организмов 

алкилсульфодиоксигеназы не обнаружены [4]. Основной особенностью ферментов данного 

семейства является их потребность в α-кетоглутарате (αКГ) в качестве ко-субстрата, а также 

наличие в активном центре иона железа Fe2+. Металл удерживается в конститутивном для всех 

сульфатаз участке H-X-D/E-Xn-H, где значение n варьируется в диапазоне от 39 до 154 

аминокислотных остатков. 

Сульфатазы семейства S3 (Zn2+-зависимые β-лактамазы (MβLs)) содержат в активном 

центре два атома Zn2+, которые в процессе гидролиза активируют молекулу воды с образованием 

гидроксил-иона. Помимо наличия ионов цинка в активном центре данных сульфатаз, эти 

ферменты характеризуются наличием пяти консервативных участков, где основная 

консервативная последовательность F-X-T/S-H-X-H-X-D-H-X2-G-X4-L ответственна за 

координацию и удерживание металла [4, 100, 101]. Семейство S3 характерно не только для 

эукариотических и прокариотических организмов, но также показаны три сульфатазы вирусов в 

базе данных SulfAtlas. 
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Малочисленное семейство S4 (порядка 0,3% от общего количества сульфатаз базы данных 

SulfAtlas) было сформировано ввиду низкой идентичности аминокислотных 

последовательностей его представителей с последовательностями сульфатаз семейства S3, 

несмотря на наличие у них общей последовательности T/S-H-X-H-X-D и гомологичных 

каталитических сайтов связывания цинка [4, 102]. 

 

1.2.1.1 Сульфатированные соединения в природе – субстраты для сульфатаз 
 

Сульфатазы часто характеризуют по наличию ферментативной активности в отношении 

синтетических низкомолекулярных модельных субстратов пара-нитрофенил сульфат (пНФС), 

пара-нитрокатехол сульфат (пНКС) и аннотируют термином «сульфатаза» или 

«арилсульфатаза», что не даёт точной информации о метаболической роли конкретного 

фермента. На сегодняшний день известно, что как «не арилсульфатазы», так и «арилсульфатазы» 

способны отщеплять сульфатную группу от синтетических вышеупомянутых субстратов, но 

«арилсульфатазы» значительно эффективнее в гидролизе этих соединений [45, 103]. Однако 

именно истинная субстратная специфичность к конкретному субстрату даёт ключ к пониманию 

биологической функции исследуемых сульфатаз. 

В отличие от полиспецифичного семейства S1, единственной активностью, характерной 

для сульфатаз S2 и S3 семейств является алкилсульфатазная активность. 

Алкилсульфодиоксигеназы (представители S2) разлагают как линейные, так и разветвленные 

алкилсульфонаты (C-S) и/или алкилсульфаты (C-O-S) с дальнейшей утилизацией получившейся 

серы в неорганической форме для нужд организма [99, 104–107]. 

В природе выделяют две основные группы органических серосодержащих соединений: 

сульфатированные эфиры (C-O-S) и C-связанная сера (C-S), а также реже встречаемые 

сульфаматы (C-N-S) и сера в составе гетероциклических соединений [108]. Сульфатированные 

эфиры в почве встречаются в виде компонентов соединительной ткани и продуктов метаболизма 

млекопитающих и обитающих в почве организмов. Некоторые почвенные бактерии могут 

синтезировать внеклеточные полисахариды с сульфатированной эфирной группой, а 

мицелиальные грибы, в том числе Aspergillus oryzae, способны синтезировать тирозин-О-сульфат 

и другие алкилсульфаты [109]. Fusarium sambucinum B10.2 продуцирует тетрациклический 

тритерпеновый сульфат (самбацид), обладающий антибактериальной и фунгицидной 

активностями [110]. В лишайниках, морских водорослях, растениях и микроскопических грибах 

обнаружен холин-О-сульфат, важный компонент для роста и развития организмов. Он выступает 

в клетке в качестве резервуара запасных питательных источников серы, азота и углерода [111], а 
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также как осмопротектант, позволяющий справляться организму с осмотическим стрессом [112]. 

Синтез и накопление в мицелии, конидиоспорах и аскоспорах холин-О-сульфата обнаружены у 

многих высших грибов [113], тогда как у бактерий это соединение выделяется в окружающую 

среду [109]. У высших растений холин-О-сульфат — мажорный компонент сульфатного 

метаболизма: в листьях и корнях кукурузы (Zea mays), ячменя (Hordeum vulgare) и 

подсолнечника (Helianthus annuus) он составляет 5 – 15% от общего количества растворимой 

серы [114, 115]. Среди вторичных метаболитов растений встречаются сульфатированные 

флавоноиды и сульфатированные производные жасминовой кислоты [116, 117], гликозинолаты 

– защитные метаболиты в крестоцветных, а также сульфатированные тиогликозиды [118, 119]. 

Наиболее широко изученными сульфатированными соединениями являются 

сульфатированные гликозамингликаны (ГАГ) [2, 5, 120], являющиеся главной составной частью 

внеклеточного матрикса, принимающей участие во многих физиологических процессах. Эти 

соединения широко распространены как среди наземных организмов, так и среди организмов 

морского происхождения. Типичными представителями ГАГ, используемыми в медицине, 

являются гепарин, хондроитин сульфат, кератан сульфат. Гликозаминогликаны состоят из 

повторяющихся дисахаридных блоков, состоящих из чередующегося гексозамина и 

гексуроновой кислоты/галактозы. 

Морские беспозвоночные синтезируют уникальные полисахариды — сульфатированные 

галактаны и фуканы [2, 121], а основным компонентом клеточной стенки макрофитов являются 

сульфатированные галактаны, ульваны (главные составляющие клеточных стенок зелёных 

водорослей), агар, каррагинаны и порфираны (в красных водорослях), сульфатированные 

фукоиданы (в бурых водорослях), флоротанины (сульфатированные и/или галогенированные 

полифенолы красных и коричневых макроводорослей) [6, 122–124]. Как правило, эти соединения 

обладают достаточно большим молекулярным весом (≥100 кДа) и, по сравнению с ГАГ, имеют 

более высокую степень сульфатирования. Морские лилии Alloeocomatella polycladia 

продуцируют холестерол сульфат и несколько ароматических сульфатированных соединений 

[125]. Для позвоночных и млекопитающих, кроме ГАГ, также характерны сульфатированные 

гликосфинголипиды [126] и сульфатированные стероиды [127–129]. 

Кроме сульфатированных соединений природного происхождения, в окружающей среде 

присутствует большое количество первичных и вторичных эфиров алкилсульфатов: 

поверхностно-активные вещества, гербициды, аэрозоли, используемые в косметических, 

медицинских, сельскохозяйственных, промышленных целях и представляющие экологический 

риск для почвенных и водных экосистем [130–133]. 
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Таблица 1 – Сравнительная таблица семейств сульфатаз и их основные характеристики  

Семейство сульфатаз 

(классификация [45]) 

Консервативные 

аминокислотные мотивы 
Каталитические остатки 

Металл в активном 

центре 
Механизм действия 

Основные 

охарактеризованные 

 

S1 

[C/S]X[P/A]XRX4TG – 
основной мотив семейства S1 

Cys/Ser → FGly — каталитический 
нуклеофил  

Гидролиз сульфатированной молекулы 
осуществляется при наличии в активном сайте 
Сα-формилглицина (FGly), выполняющего 
роль каталитического нуклеофила, и 
протекает через образование промежуточного 
фермент-субстратного комплекса [4] . 

1) AtsA из Pseudomonas 
aeruginosa PAO1 
(кристаллическая структура) 
[134] 
2) ARSA [135] 
3) ARSB [136] 
4) SULF1 и SULF2 [137] 

Arg – стабилизация FGly 

PXNX6D[D/Q][L/M][G/R] 
Две Asp координируют ион 

металла 

Ca2+ или Mg2+ [4, 93] 
[N/D]TX10D[N/H]G 

Asp и Asn координируют ион 
металла; 
Asn - активация остатка FGly; 
Thr, Gly – связывание металла  

G[R/E]YXTX8GEX4KHX5H Консервативные аминокислоты: 
Gly, Tyr, Gly и Lys 

 P[F/W]FLX6[P/Y]H 
Pro – структурно-важная 
аминокислота; 
His – в активном центре  

Ряд высококонсервативных аминокислот, важных для фолдинга, 
катализа найдены вне специфических консенсусных участков [4] 

S2 

HX[D/E]XnH 
Два His и Asp вовлечены в 

координацию металла 

Fe2+ 

Fe (II) α-кетоглутарат зависимые диоксигеназы 
расщепляют сульфатированные эфиры с 
образованием соответствующего альдегида и 
неорганического сульфата. Для реакции 
требуется α-кетоглутарат (αКГ) в качестве ко-
субстрата и наличие в активном центре иона 
железа (Fe2+) [4, 138]. 

Алкилсульфатаза AtsK из 
Pseudomonas putida S-313: 
решена кристаллическая 
структура [104, 105]; 

GGDT 
Thr и два Arg вовлечены в 
координацию ко-субстрата RVMHR 

DNLWVHTNxAYx2DY Последовательность 
алкилсульфодиоксигеназ 

S3 

FХ[T/S]HХHХDHХ2GХ4L 

Консервированный His вблизи 
сульфат-связывающего сайта 
действует как общая кислота для 
протонирования сульфат-уходящей 
группы. 

два атома Zn2+ 

Zn2+-зависимые β-лактамазы (MβLs) содержат в 
активном центре два атома Zn2+, необходимые 
для активации молекулы воды с образованием 
гидроксил-иона. Гидроксильный ион, 
соединяющий ионы металлов, обычно 
функционирует как нуклеофил. Данный класс 
ферментов способен гидролизовать 
сульфатированные эфиры двумя путями: с 
сохранением или изменением стереохимической 
конфигурации образующегося в процессе 
реакции спирта [4, 139, 140].  

Способны гидролизовать ДДС--
Na. 
SdsA1, алкилсульфатазы из 
Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas sp. DSM6611 [140, 
141] AENATHTLHNLYTLRGAKVR Образует петлю для узнавания и 

связывания сульфата 

S4 [T/S]HХHХD  два Zn2+ По ключевой «подписи» соответствуют 
глиоксалазам или металло-β-лактамазам. 

AtsA из Pseudoalteromonas 
carrageenovora [102] 
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1.2.1.2 Разнообразие микробных сульфатаз 

 

Сульфатазы у прокариотических и эукариотических организмов исследовали на 

протяжении долгого времени (нескольких десятилетий) волнообразно, их функции незаслуженно 

считали ограниченными, способными лишь расщеплять органические сульфатированные 

соединения почв. Со временем, исследования и получение новых данных о сульфатазах человека 

изменили представление о функциях и роли этих ферментов. Было показано, что сульфатазная 

недостаточность у человека приводит к ряду наследственных лизосомальных нарушений, после 

чего стало понятно, что человеческие сульфатазы являются одними из важнейших компонентов 

в регуляции гормонов, в процессах, связанных с возникновением раковых заболеваний, 

репродуктивных процессов, а также в развитии костей и хрящей [45]. На сегодняшний день 

огромное количество работ во всем мире, касающихся сульфатаз и их субстратов, – 

сульфатированных биомолекул, посвящено исследованию сульфатазной активности в тканях 

человека, поиску соответствующих ингибиторов стероидных сульфатаз в качестве мишени для 

терапии развития гормонально-зависимых видов рака [129, 142–144], изучению мутаций, 

ответственных за проявление множественной сульфатазной недостаточности у человека [145, 

146], а также исследованию роли внеклеточных человеческих сульфатаз в модификации 

сульфатированных гликозаминогликанов для клеточной сигнализации при развитии 

онкологических заболеваний [147–149]. Несмотря на практическую значимость человеческих 

сульфатаз, исследования этих ферментов, выделенных из бактерий, низших эукариотических 

организмов, а также морских беспозвоночных, не менее важны. Биологическая роль микробных 

сульфатаз интересна не только для расширения фундаментальных знаний об этом классе 

ферментов, но и с целью их применения в промышленности, сельском хозяйстве. 

Сульфатазы из бактерий. Сульфатазы являются важной и необходимой частью 

жизнедеятельности бактерий [103, 150]. Ряд исследований, в том числе и протеомных, показали, 

что при отсутствии в среде простых серосодержащих соединений, бактерии синтезируют 

специальные белки, которые они используют для утилизации альтернативных источников серы, 

например, сульфонатов (R-SO3
-), сульфатированных эфиров (R-OSO3

-), метионина, сульфаматов 

(R-NHSO3), органосульфидов (R-SS-R') или тиоэфиров (R-S-R') [2]. В условиях сульфатного 

голодания у бактерий образуются резервные белки трёх типов: (i) ферменты и транспортные 

системы, участвующие в метаболизме серосодержащих компонентов из окружающей среды, 

аналогичные ферментам, индуцирующимся при фосфатном голодании для утилизации 

фосфонатов и фосфатных эфиров (у Escherichia coli и Pseudomonas aeruginosa это белки, 

связанные с периплазмой); (ii) копии функционально-важных клеточных белков, где остатки 
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цистеина и метионина, в случае их незначимой роли, заменены на другие аминокислотные 

остатки; (iii) белки, участвующие в перераспределении серы внутри клетки. Более гибкий геном 

бактерий содержит в себе гораздо большее количество генов сульфатаз, относящихся к разным 

семействам и работающих по субстратам различной природы и структуры, используя различные 

механизмы. Прокариотические сульфатазы входят во все четыре семейства сульфатаз [4]. При 

этом семейства S2 и S4 представлены исключительно бактериями. Например, несмотря на то, что 

Fe(II)-альфа-кетоглутарат-зависимые гидроксилазы широко распространены среди про- и 

эукариотических организмов [99], сульфатазы, относящиеся к этому семейству, свойственны 

только бактериям трёх видов и ни одного эукариотического организма с сульфатазой семейства 

S2 на сегодня не обнаружено [4]. Семейство S4 немногочисленно, но тоже состоит 

исключительно из бактериальных ферментов. 

Для патогенных бактерий P. aeruginosa, способных использовать широкий спектр 

сульфатированных соединений для роста, гены, кодирующие сульфатазы и сульфонатазы, а 

также комплекс генов, кодирующих белки транспортных систем, белки окислительного стресса 

и сульфат-регулирующие белки, являются регулируемыми при ограничении сульфатов и 

локализованы в различных участках генома [151, 152]. Арилсульфатазы относительно широко 

распространены среди представителей рода Mycobacterium, включая патогенов человека, M. 

tuberculosis и M. avium. Геном M. tuberculosis содержит девять предполагаемых генов сульфатаз 

[153]. Наряду с другими стандартами, арилсульфатазная активность используется для 

таксономического определения и классификации бактерий этого рода [154]. Наличие у 

микобактерий от 3 до 6 предполагаемых сульфатаз было показано при сравнении 

аминокислотных последовательностей с аминокислотными последовательностями уже 

охарактеризованных сульфатаз. Более того, сравнение этих последовательностей указывает на 

большое сходство консервативных участков микобактериальных сульфатаз с сульфатазой из P. 

aeruginosa [154]. При росте почвенной бактерии P. aeruginosa FLA на питательной среде, 

содержащей 2-(2,4-дихлорофенокси)этил сульфат (гербицид Крэга), она экспрессирует до шести 

алкил/арилсульфатаз, что было обнаружено методом зимографии [155]. 

Локализованы бактериальные сульфатазы обычно внутри клетки, либо связаны с клеточной 

стенкой. Так, у почвенной бактерии Pseudomonas C12B [156] и Klebsiella pneumoniae [157] 

сульфатазная активность обнаружена в периплазме. На клеточной же поверхности патогенных 

штаммов Mycobacterium сульфатазы играют важную роль во взаимодействиях хозяин-патоген 

[158]. 

Ряд бактериальных сульфатаз получен в виде рекомбинантных белков [158, 159], для 

некоторых из них исследованы кристаллические структуры. Так, алкилсульфатаза AtsK из 

Pseudomonas putida S-313 стала первым ферментом с решённой кристаллической структурой из 
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сульфатаз семейства Fe(II)-α-кетоглутарат-зависимых диоксигеназ. Кристаллические структуры 

AtsK были получены в апо-форме, а также в виде комплексов с ко-субстратом, ионом железа и 

алкилсульфатом [104]. Помимо этого, решены кристаллические структуры сульфатазы из 

патогена Mycobacterium tuberculosis Rv3406 [153], алкилсульфатазы из Pseudomonas aeruginosa 

и Pseudomonas sp. DSM6611 [140, 141]. 

Сульфатазы из дрожжей и мицелиальных грибов. Наличие ферментов сульфатаз 

характерно и для низших эукариотических организмов (дрожжей, мицелиальных грибов и 

микроводорослей). Однако подробная характеристика этих ферментов, полученных из дрожжей 

и мицелиальных грибов, в научной литературе представлена крайне скудно. Лишь три работы 

посвящены биохимической характеристике грибных сульфатаз и одна – сульфатазе из дрожжей. 

К ним относятся сульфатазы из A. oryzae NRRL-449 [47, 160], A. nidulans [48], A. awamori R-0827 

и A. sojae SH 10-6 [49], а также рекомбинантная арилсульфатаза из Kluyveromyces lactis GG799 

[50]. Недавно была выполнена биохимическая характеристика рекомбинантной холин-О-

сульфатазы F.p.Sulf-6His из мицелиального гриба Fusarium proliferatum LE1, экспрессированная 

в системе Pichia pastoris [161]. В основном, в литературе описаны случаи детектирования 

сульфатаз дрожжей и грибов при росте культур на твёрдых питательных средах, либо 

обнаруженные цитохимическими и генетическими методами. Так, цитохимическими методами 

описаны арилсульфатазы в клетках дрожжей Saccharomyces cerevisiae, а позже и гены, 

кодирующие синтез алкил- и арилсульфатаз в дрожжах S. сerevisiae и S. bayanus [162, 163]. 

Патогенные дрожжи Candida dubliniensis, C. albicans, Malassezia pachydermatis экспрессируют, 

наряду с набором гидролитических ферментов, хондроитин сульфатазу, что, предположительно, 

является одним из основополагающих факторов их вирулентности [164–167]. Наиболее широко 

встречающимися продуцентами ферментов сульфатаз среди мицелиальных грибов является род 

Aspergillus [47–49, 160, 162, 168–172]. Кроме них, единичными примерами продуцентов 

сульфатаз являются грибы родов Neurospora, Botrytis, Trichoderma [162, 173–176] (Таблица 2). 

Чаще всего сульфатазы из грибов — это внутриклеточные ферменты, хотя встречаются и 

секретируемые [49]. Согласно основной классифицирующей базе данных для ферментов 

сульфатаз SulfAtlas, на сегодняшний день детектированные сульфатазы или, что чаще, 

предполагаемые гены сульфатаз из грибов принадлежат только двум семействам: S1 (FGly-

зависимые сульфатазы) и S3 (Zn2+-зависимые β-лактамазы).
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Таблица 2 – Сульфатазы из грибных источников и их основные характеристики  

Организм Физико-химические 
параметры 

Субстрат (кинетические 
параметры) 

Влияние ионов металлов и различных 
соединений на активность фермента Описание* Ссылка 

Дрожжи   

Kluyveromyces lactis GG799 
(гомологичная экспрессия) 

Tопт. = 45–50 °C; 
Tстаб. = 37 °С (после 
2 ч) остаточная 
активность 79%; 
pHопт. 9–10; 
pHстаб. 7,5–9,0 

пНФС (KМ = 0,54 мM; 
            Vмакс = 16,58 нкат · мл-1 

                     Ауд = 152.7 ± 3.1 нкат•л) 

20 мМ ЭДTA не ингибирует активность. 20 
мМ Ca2+, Mg2+, K+ слегка увеличивают акт-
ть (130, 116 и 111%, соответственно). 20 мМ 
Zn2+ полностью ингибирует. 
50 мМ Na2SO4, MgSO4 или K2SO4 
ингибирует активность сульфатазы на 20% 

для фермента ДТ характерна низкая 
внутриклеточная активность, 
рекомбинантная сульфатаза – 
секретируемая; рекомбинантный 
белок получен в гомогенном виде; 
применяется для ароматизации сыров. 

[50] 

п-крезол сульфат (KМ= 5,45 мM; 
Vмакс= 2,95 нкат•мл-1) 

Остаточная активность при добавлении п-
крезола: 1 мМ - 95%; 5 мМ – 91%; 10 мМ – 
89%; 25 мМ – 71%; 50 мМ – 36%. 

Saccharomyces сerevisiae штамм 
C8 

культивирование при 
рН 5,5. 

6-Бромо-2-нафтил сульфат, 
пНКС, 8-гидроксихинолин сульфат. Не определено 

Внутриклеточный; цитохимическая 
детекция при росте на твердой 
питательной среде 

[162] 

S. сerevisiae Не определено 
Додецил сульфат натрия, 
октил сульфат, пНКС Не определено 

детекция при росте на твердой 
питательной среде штаммов ДТ и 
мутантного в гене BDS1 (алкил-/ 
арилсульфатаза) 

[163]] 

S. bayanus Додецил сульфат натрия 
Candida albicans / C. tropicalis / C. 
parapsilosis / C. guilliermondii / C. 
krusei / C. dubliniensis / Malassezia 
pachydermatis 

культивирование при 
37°С Хондроитин сульфат Не определено 

активность хондроитин сульфатазы 
детектирована при росте на твердой 
питательной среде 

[164–
167] 

Мицелиальные грибы 

Aspergillus oryzae NRRL-449 

при pH 4,8 стабилен 1 
мес. замороженный; 
стабильность при 37,5 
°C: теряет 1% за 50 
мин, 2% за 
60 мин.; 
рНопт. 4,8; 
pHстаб 4,0–6,0 

2НФС; 3НФС; пНФС (рН 4: Vмакс = 
1,59 мМ/мин; рН 7,5: Vмакс  = 6,46 
мМ/мин); 
2,4-диНФС; 2-хлоро-4-НФС; салицил 
сульфат. 

Металлы не влияют на активность. После 
обработки ЭДТА: Zn2+, Ca2+, Cu2+ - 30%; 
Pb2+, Al3+ - 50%. 
Ингибирование: пНФС [10 мМ]; флюорид; 
сульфит 

молекулярный вес нативного 
фермента 65 кДа. [47, 160] 

A. nidulans 
(фракция I) 

Tопт. = 45 ºС; 
стабилен до 55 ºС; за 15 
мин при 70 ºС теряет 
50% 
активности; 
рНопт. 6,5–8,7 
рНстаб. 6,5–8,7 

пНФС (фр. 1: KМ=0,035мМ; фр. 2: 
KМ=0,1 мМ); 
Фенил сульфат; 
oНКС; 
Фенолфталеин дисульфат. 
НЕ активны в отношении: 
индоксил сульфата и холин О-
сульфата. 

Не определено 

внутриклеточный фермент; 
молекулярный вес 44 кДа [48] 

A. nidulans 
(фракция II) реакция при рН 7,4 внутриклеточный фермент 

A. awamori R-3523; A. inuii R-3631, 
R-1210; A. niger; A. oryzae A, KB, 
K, A 1-5,№35, S4-15; A. phoenicis 

Не определено пНФС Не определено 
 

[49] 
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Организм Физико-химические 
параметры 

Субстрат (кинетические 
параметры) 

Влияние ионов металлов и различных 
соединений на активность фермента Описание* Ссылка 

R-0638; A. sojae SH 10-1, SH 10-3, 
SH 21 A. usamii R-1031 
A. awamori R-0827 стабилен 1час 20ºС при 

рН 9,0; 
рНопт. 8,5 
рНстаб. 7,0-10,0 пНФС 

Ag+, Zn2+, и Hg2+ Cd2+, AI3+ и Fe2+ 

ингибируют 
NaF 
PCMB 
KH2PO4 
Na2B4O7 

 
секретируемый фермент 

A. sojae SH 10-6 рНопт. 8,5 
рНстаб. 7,0-10,0 

 

Fusarium proliferatum LE1 
Tопт. = 25 ºС; 
рНопт. 6,0 
рНстаб. 6,0 

пНФС (КМ=2,45 мМ) 
Холин О-сульфат 

После ЭДТА активна при добавлении Cа2+ 

или Mn2+. SO42-   практически не влияет. 
Повышение концентрации NaCl снижает 
активность. ДТТ и β-меркаптоэтанол не 
влияют.  ФМСФ слегка ингибирует. 

рекомбинантный фермент, 
внутриклеточный; 
тетрамер, 1 субъединица - 63 кДа 

[161] 

A. oryzae D4; A. nidulans D3; 
Neurospora crassa D12 

Культивирование при 
рН 5,5. 

6-Бромо-2-нафтил сульфат; пНКС; 8-
гидроксихинолин сульфат 

 внутриклеточный фермент [162] 

A. nidulans Tопт. = 25-28 ºС; 
рНопт. 7,5 
рНстаб. 6,8 - 8,3 >60% 

Холин О-сульфат (KМ  = 3,5мМ) 10 мM S032-, PO43- и CN- , цистеин - 100% 
ингибирование; 
S042-, F- - 25% ингибирование, цистеин (до 1 
мМ) – до 75% ингибирование 

внутриклеточный фермент; грубый 
экстракт [168] 

A. oryzae рНопт. 6,3 пНФС (КМ=0,048 мМ)  молекулярный вес нативного 
фермента 100 кДаa [169] 

A. oryzae (фракция I)  пНКС; тирозин сульфатa 

Не определено 

молекулярный вес 105 кДа, 
внутриклеточный. 

[170, 
171] A. oryzae (фракция II)  

пНКС (тирамин повышает ак-ть); 
тирозин сульфат (слабая активность); 
2-гидрокси-5-НФС и пНФСb 

молекулярный вес 140 кДа, 
внутриклеточный 

A. oryzae (фракция III)  пНКС (тирамин повышает ак-ть)a молекулярный вес 57 кДа, 
внутриклеточный 

A. parasiticus NRRL 3145 Измерение активности 
при рН 7,0, 37°С 

пНКС (4,6 ед./мг) Не определено внутриклеточный фермент; получен в 
виде грубого клеточного экстракта [172] A. flavus пНКС (2,5 ед./мг) 

N. crassa 

 

пНФС 

Не определено 

 [173, 
174] 

D-глюкоза-6-S35O4 
инкубирование мицелия с меченым 
субстратом; внутриклеточный 
фермент 

[175] 

Измерение активности 
при рН 7,2, 37°С Холин О-сульфат внутриклеточный фермент; получен в 

виде грубого клеточного экстракта [177] Измерение активности 
при рН 8,1, 37°С пНФС 

Trichoderma viride Tопт. = 28 ºС; 
рНопт. 7,5-7,9 

D-глюкоза-6-О-сульфат 
D-галактоза-6-О-сульфат Не определено внутриклеточный фермент [176] 

 

(*) Графа “Описание” включает всю доступную информацию об исследованных сульфатазах. 
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1.3 О-Гликозидгидролазы: общие сведения  
 

O-Гликозидгидролазы (гликозидазы или карбогидразы) – большая по численности группа 

ферментов класса гидролаз (п. 1.2), представители которой катализируют гидролитическое 

расщепление O-гликозидной связи и являются ключевыми ферментами метаболизма углеводов 

практически всех живых организмов. Большое разнообразие известных ферментативных 

активностей гликозидгидролаз связано с огромным числом их природных субстратов – ди-, 

олиго- и полисахаридов, а также их производных [178]. При этом эффективность каталитической 

активности многих из этих ферментов составляет порядка до 1017 раз по сравнению с 

неферментативным расщеплением [179]. О-Гликозидгидролазы, в большинстве своём, высоко 

специфичны по отношению к типу расщепляемой гликозидной связи, α- или β-конфигурации 

гликозидного атома и структуре гликоновой части, но достаточно лабильны относительно 

структуры агликона. На основании структуры расщепляемого субстрата, гликозидазы, 

гидролизующие олиго- и полисахариды, подразделяют две группы — ферменты экзо- и эндо-

типа. Так, экзо-гликозидазы, или гликозидазы, катализируют отщепление концевых остатков 

соответствующего сахара от ди- или олигосахаридов. Экзо-гликаназы катализируют отщепление 

концевых остатков моно- или олигосахаридов от исходного гомополисахарида. Например, β-

амилаза расщепляет вторую с конца α-1,4-гликозидную связь в молекулах крахмала, образуя, 

таким образом, дисахарид мальтозу (дисахарид, состоящий из двух остатков глюкозы). Эндо-

гликаназы, в свою очередь, расщепляют внутренние гликозидные связи в цепи гомо- или 

гетерополисахаридов. 

Активный центр ферментов, действующих на полимерные субстраты, состоит из участков 

или сайтов, каждый из которых связывает мономерный остаток полимера. Согласно 

номенклатуре Дэвиса [180], субсайты связывания с не восстанавливающего конца субстрата 

обозначают как -n, с восстанавливающего как n, а расщепление происходит между -1 и +1 

субсайтами. Эндо-гликаназы расщепляют полисахариды с нередуцирующего конца от –n до +n 

(Рисунок 1, А). Экзо-гликозидазы, содержат только два сайта связывания (-1 и +1), но с 

небольшой специфичностью к +1; они специфичны к моносахаридной молекуле, но менее 

специфичны к агликоновой части субстрата (Рисунок 1, Б). Дисахаридазы, аналогично экзо-

гликозидазам, являются -1, +1 ферментами, но при этом требовательны к +1 сахару (Рисунок 

1, Б). Экзо-гликаназы, как правило, расщепляют полисахарид с нередуцирующего конца: 

характерно отщепление либо моносахарида с нередуцирующего конца от полимерного субстрата 

-1, +n при условии n>1 (Рисунок 1, В), либо дисахарида -2, +n (n>1) (Рисунок 1, Г). 

Целлобиогидролазы, относящиеся к экзо-гликаназам, могут осуществлять гидролиз и с 
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редуцирующего конца молекулы субстрата: отщепление целлобиозы происходит с 

редуцирующего конца полимера с обозначением субсайтов +2, -n (Рисунок 1, Д). 

 

Рисунок 1 – Схематическое изображение углевод-связывающих субсайтов некоторых 

гликозидгидролаз [180]: (А) эндо-гликаназы, (Б) гликозидазы и, возможно, экзо-гликаназы 

(дисахаридазы); (В) и (Г) - экзо-гликаназы, действующие с редуцирующего конца; (Д) - экзо-

гликаназы (целлобиогидролазы), действующие с нередуцирующего конца. 

 

Согласно традиционной (биохимической) классификация ферментов (п. 1.2), все 

гликозидазы имеют номера КФ 3.2.1.x, что говорит о том, что фермент гидролизует О-

гликозидную связь, а значение «x» может быть от 1 до 207 в зависимости от субстратной 

специфичности фермента (зависит от структуры гликоновой части фермента) [181]. При 

использовании этой системы классификации возникают сложности для многофункциональных 

ферментов, которые проявляют несколько типов активности и не обладают строгой 

специфичностью. Некоторые гликозидазы наряду с гликозил-гидролазной (К.Ф. 3.2.1), 

проявляют еще и трансгликозидазную активность (К.Ф. 2.4.1), что формально позволяет 

рассматривать их как представителей другого класса ферментов – трансфераз. Таким образом, 

данная классификация полезна, но часто не полностью отражает структурные и механистические 

особенности ферментов [178]. 

Существуют другие доступные типы классификаций гликозидаз. Одной из наиболее часто 

используемых является классификация гликозидгидролаз, основанная на сравнении их 

аминокислотных последовательностей. Впервые классификацию по аминокислотной 

последовательности и фолдингу белка предложил в 1991 году Бернард Хенриссат [182], а 

впоследствии возникло объединение эволюционно-родственных семейств в кланы [183] на более 
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высоком иерархическом уровне. Примером такой двухуровневой классификации О-

гликозидгидролаз является база данных CAZy (Carbohydrate Active enZYmes database, 

http://www.cazy.org/) [55], учитывающая гомологию аминокислотных последовательностей, 

сходство пространственной структуры и механизм действия ферментов. При использовании 

такой классификации можно достаточно точно предсказать возможные биохимические 

активности неисследованных ферментов с недавно определёнными последовательностями. На 

сегодняшний день структурная классификация охватывает более 564 тысяч аминокислотных 

последовательностей О-гликозидгидролаз (GH, glycoside hydrolases) и их гомологов, 

объединённых в 156 семейств (GH family). Каждое семейство имеет сходство первичных и 

вторичных структур. 62 семейства сгруппированы в 18 кланов в зависимости от особенностей 

пространственной структуры их каталитических доменов [55]. 

Относительно стереохимии гидролиза, большинство известных О-гликозидгидролаз для 

осуществления реакции используют один из двух канонических механизмов гидролиза: с 

сохранением или изменением аномерной конфигурации молекулы субстрата [184]. Оба 

механизма работают через переходные состояния, связанные с оксокарбениевым-ионом и 

требуют для осуществления пару функциональных групп карбоновой кислоты (либо 

аспарагиновой кислоты, либо глутаминовой кислоты) в качестве каталитических остатков [185]. 

Для «обращающих» GH одна карбоксильная группа функционирует как общее основание и 

активирует молекулу воды для нуклеофильной атаки в анодном центре субстрата, а другая — как 

общая кислота и облегчает уход уходящей группы путём общего кислотного катализа (Рисунок 

2, А). Обращающие гликозидазы катализируют реакцию гидролиза в одну стадию путём прямого 

смещения агликона, а переходное состояние имеет ионоподобные характеристики оксокарбения. 

Ключевые каталитические остатки обычно разделены на несколько большее расстояние, чем у 

сохраняющих гликозидаз. Это необходимо для размещения молекулы воды и субстрата в 

активном центре и является одним из фундаментальных различий между двумя основными 

механизмами гликозидаз. «Сохраняющие» гликозидазы действуют по общепринятому 

механизму двойного замещения SN2, предложенному Koshland [186], который предполагает 

последовательное осуществление двух нуклеофильных атак и включает стадии 

гликозилирования и дегликозилирования. Для работы «сохраняющих» гликозидаз требуются две 

ключевые аминокислоты: (1) каталитический нуклеофил и (2) общий кислотно-основный 

каталитический остаток (Рисунок 2, Б). Чаще всего оба каталитических остатка являются 

карбоновыми кислотами – глутаминовая или аспарагиновая кислота. Для сохраняющих GH одна 

карбоксильная группа функционирует в качестве катализатора на основе кислота/основание, а 

другая в качестве нуклеофила. Каталитический нуклеофил подходящим образом расположен для 

линейной атаки на аномерный центр, а вторая аминокислота находится в непосредственной 
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близости от гликозидного кислорода и подаёт протон этому кислороду во время стадии 

нуклеофильного смещения, тем самым обеспечивая общий кислотный катализ уходящей группы. 

На этой стадии гликозилирования промежуточное соединение ковалентного гликозил-фермента 

образуется через ионоподобное переходное состояние оксокарбения. Общий кислотный 

катализатор теперь депротонирован и действует как общее основание на второй стадии путем 

активации молекулы воды для нуклеофильной атаки в аномерном центре промежуточного 

соединения гликозил-фермент. Этот второй этап называется стадией дегликозилирования и также 

протекает через ионоподобное переходное состояние оксокарбения. Таким образом, для 

гидролиза субстрата требуются две стадии нуклеофильного смещения, широко известные как 

механизм двойного смещения.  

Рисунок 2 – Предполагаемый механизм действия обращающих (А) и сохраняющих (Б) 

гликозидаз (иллюстрация заимствована из [187]). А: A соответствует каталитическому 

кислотному остатку, В – каталитическому основному остатку. Б: A/B соответствует кислотно-

основному каталитическому остатку, а Н/УГ соответствует остатку нуклеофил/уходящая 

группа. 
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При использовании классификации CAZy можно предсказать каталитические и 

молекулярные свойства фермента и механизм действия. Классификация гликозидаз на основе 

сходства последовательностей имеет большое значение: (1) подтверждено, что ферменты из 

одного и того же семейства имеют одинаковую стереоселективность, а, следовательно, 

используют одинаковый каталитический механизм; (2) схожая укладка и топология активного 

сайта являются отличительными признаками одного и того же семейства, что подтверждает 

общность этой классификации и дает возможность при идентификации каталитических остатков 

одной гликозидазы легко предсказать путем выравнивания последовательности 

соответствующие остатки для других членов одного и того же семейства; (3) если структурная 

информация доступна для одного члена семьи, то можно построить модели гомологии между 

членами из того же семейства и почерпнуть много полезной информации [184]. 

 

1.3.1 Альфа-L-фукозидазы: классификация и механизм действия 
 

Среди ферментов О-гликозидгидролаз в модификации структурно-разнообразных 

природных фукозилированных молекул принимают участие ферменты α-L-фукозидазы (син. α-

фукозидаза; систематическое название: α-L-фукозид фукогидролаза). Эти ферменты встречаются 

у представителей всех царств живой природы от архей и бактерий до эукариотических 

организмов [10, 12–15, 51, 53, 188–192]. Альфа-L-фукозидазы — ферменты экзо-действия, 

способные катализировать отщепление L-фукозильных концевых остатков, связанных 

различными типами связей. 

В Номенклатуре ферментов «КФ» α-L-фукозидазы отнесены к нескольким группам (КФ 

3.2.1.51, КФ 3.2.1.63, КФ 3.2.1.111 и КФ 3.2.1.127) в зависимости от типа гидролизуемой связи 

между L-фукозой и другими сахарами в углеводной цепи. Альфа-L-фукозидазы катализируют 

последовательное отщепление L-фукозильных остатков в α(1→2), α(1→3), α(1→4) и α(1→6) 

положении в олигосахаридных цепях от невосстанавливающего конца. Альфа-L-фукозидазы 

группы КФ 3.2.1.51 не разделяются по типу связи, сюда входят фукозидазы с широкой 

субстратной специфичностью. В свою же очередь три другие группы α-L-фукозидаз 

систематизированы в соответствии с типом расщепляемой связи. В группу КФ 3.2.1.63 входят 

1,2-α-L-фукозидазы, высокоспецифичные относительно невосстанавливающих концевых L-

фукозных остатков, связанных с остатками D-галактозы с помощью α(1→2)-связи. Примерами 

таких ферментов являются узкоспецифичная α-фукозидаза из Aspergillus niger [193], α-

фукозидаза из миндальной эмульсии [194], а также α-фукозидаза из морского моллюска 

Chamelea gallina L. [195]. КФ 3.2.1.111 включает 1,3-α-L-фукозидазы, которые осуществляют 

гидролиз (1→3)-связей между α-L-фукозой и остатками N-ацетилглюкозамина в гликопротеинах 
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(характерно для некоторых фукозидаз миндальной эмульсии) [194, 196, 197]. А группа КФ 

3.2.1.127 включает 1,6-α-L-фукозидазы, осуществляющие гидролиз (1→6)-связей между α-L-

фукозой и N-ацетил-D-глюкозаминами в гликопептидах [189]. 

В соответствии с классификацией ферментов, представленной в базе данных CAZy [55], α-

L-фукозидазы принадлежат к 29 (GH29) и 95 (GH95) структурным семействам гликозидгидролаз. 

Эти семейства отличаются между собой механизмом катализа реакций гидролиза фукозидных 

связей. Ферменты α-фукозидазы, отнесенные к 95 семейству О-гликозидгидролаз (КФ 3.2.1.51, 

КФ 3.2.1.63) катализируют процесс гидролиза фукозидной связи с изменением аномерной 

конфигурации углеродного атома в молекуле L-фукозы при образовании продукта реакции 

(обращающие ферменты). Представители 29 семейства α-фукозидаз (КФ 3.2.1.51, КФ 3.2.1.111) 

(сохраняющие ферменты) используют механизм двойного замещения SN2, который протекает 

через образование ковалентно-связанного субстрат-ферментного промежуточного комплекса, 

что в результате приводит к сохранению стереохимической конфигурации аномерного центра. 

На основании субстратной специфичности и данных филогенетического анализа, семейство 

GH29 разделено на два подсемейства [51]. Подсемейство A содержит α-L-фукозидазы (EC 

3.2.1.51) с относительно широкой субстратной специфичностью и способные гидролизовать 

синтетический субстрат п-нитрофенил α-L-фукопиранозид (pNPFuc). Альфа-L-фукозидазы (EC 

3.2.1.111) из подсемейства B являются специфическими для α-(1→3/4)-фукозидных связей и 

практически не могут гидролизовать pNPFuc. 

 

1.3.1.1 Распространение α-L-фукозидаз 

 

В виду важности фукозилированных молекул в метаболизме и жизнедеятельности всех 

организмов, работа ферментов α-L-фукозидаз крайне важна для протекания биохимических 

процессов: L-фукозидазы играют роль в защите растений [198, 199], а также принимают участие 

в процессах, происходящих при воспалениях, метастазировании, развитии генетического 

заболевания фукозидоз у человека [7, 200, 201]. Поскольку эти ферменты могут избирательно 

удалять L-фукозу, не нарушая общую структуру целой фукозилированной молекулы, они 

являются важными инструментами для определения структуры и биологических функций 

различных фукоолигосахаридов [51]. 

Согласно информации, отражённой в базе данных CAZy, семейство α-фукозидаз семейства 

GH29 (на 04.04.2018) включает 2734 последовательностей, где лишь 111 последовательностей 

являются эукариотическими и всего 33 фукозидазы из различных источников считаются 
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охарактеризованными; GH95 представлено 1409 последовательностями, из которых 41 являются 

эукариотическими и охарактеризовано 9 ферментов [55]. 

Среди мицелиальных грибов α-L-фукозидазы выделены и охарактеризованы из 

представителей родов Fusarium [14, 52, 202], Aspergillus [193], Penicillium [56] (Таблица 3), 

являющихся, в частности, растительными патогенами. 

Среди бактериальных штаммов, α-фукозидазы охарактеризованы из молочнокислых 

бактерий Bifidobacterium и Lactobacillus [15, 203, 204]. Считается, что олигосахариды из грудного 

молока не расщепляются и не усваиваются в кишечном тракте, поэтому они не используются 

организмом человека в качестве питательных веществ. Однако несколько семейств кишечных 

бактерий, таких как Bacteroidaceae и Bifidobacteriaceae (Bifidobacterium longum subsp. infantis, B. 

bifidum, в меньшей степени B. longum subsp. longum и B. breve) разрушают молочные 

олигосахариды, используя комплекс ферментов, включающих α-фукозидазы, сиалидазы и β-

галактозидазы, а затем используют моносахариды в качестве источника энергии. В этом 

отношении молочные олигосахариды, в том числе и фукозилированные, способствуют 

формированию микробиоты кишечника младенцев уникальными штаммами бактерий [9, 203]. 

У многих организмов морского происхождения (бактерии-эпифиты, грибы, морские 

беспозвоночные) также присутствуют α-L-фукозидазы. Возможно, наличие ферментов 

фукозидаз у этих организмов объясняется большим изобилием фукозилированных соединений в 

этой среде обитания, а также содержанием таких соединений у самих беспозвоночных. 

 

1.3.1.2 Выделение α-фукозидаз 

 

У бактерий и грибов α-L-фукозидазы, как правило, являются секретируемыми ферментами 

(Таблица 3). Единственным примером внутриклеточной локализации фермента служит бактерия 

Xanthomonas manihotis, где две α-L-фукозидазы выделяли после вскрытия клеток [205]. 

Как правило, бактериальные или грибные фукозидазы являются индуцибельными 

ферментами. Поэтому при подборе условий выращивания грибного или бактериального 

продуцента для максимального выхода α-L-фукозидазы, в питательную среду добавляют либо 

фукозосодержащие соединения (фукоидан, свиной желудочный муцин [206, 207]), либо 

конечный продукт действия фермента – L-фукозу (Таблица 3). Впервые индукция α-фукозидазы 

L-фукозой выполнена при культивировании мицелиального гриба A. oxysporum [52], а сегодня 

примеры индукции фермента конечным продуктом гидролиза показаны и используются и для α-

фукозидаз из других организмов. При исследовании влияния прочих углеводных источников, 

индуцирующее влияние на секрецию α-L-фукозидаз оказывает D-арабиноза – моносахарид из  
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Таблица 3 – α-L-Фукозидазы дикого типа из различных источников 
№ Источник фермента Локализация 

фермента 
Состав среды для роста (источники углерода, соли) 

Условия роста: рН, Т(°С) и время роста (часы) 
Схема выделения Степень 

очистки, 
раз 

Выход, % Активность 
фермента, 

ед./л или ед./мг 
Ссылка 

Мицелиальные грибы 
1 F. graminearum PH-1 секретируемый 5 г/л аммоний виннокислый, 

1 г/л NH4NO3, 
1 г/л KH2PO4, 
0.5 г/л MgSO4 · 7H2O, 
0.13 г/л CaCl2 · 2H2O, 
1 г/л NaCl, 1 г/л дрожжевой экстракт. Инкубирование при комнатной 
температуре в течение недели без перемешивания. 

В пуле ферментов обнаружен фермент 
α-фукозидаза. Затем получен 
клонированный фермент (FgFCO1), 
который очищен с использованием 
гель-фильтрации и ионообменной 
хроматографии [14, 213]. 

н.о. н.о. н.о. [214] 

2 F. oxysporum 0685 секретируемый Культуру F. oxysporum с картофельно-декстрозного агара переносили 
на жидкую картофельно-декстрозную среду, содержащую 1% L-
фукозы и выращивали без перемешивания в течение 7 дней. 

1. Сульфатное осаждение (80%) 
2. Обессоливание с 6-кДa 
эксклюзионной колонкой (BioRad 732-
2010) 
3. TSK gel SP-5PW 
4. TSK gel Phenyl-5PW 

н.о. н.о. н.о. [14] 

3 F. oxysporum S252 (из 
почвы) 
Гликозилированная 
фукозидаза 

секретируемый 0.5% глюкоза, 
0.5% пептон, 
0.5% дрожжевой экстракт, 
0.5% NaCl. pH 7,0, перемешивание, 30°C. Мицелий промывали 
дважды в 20 мM Tрис-HCl (pH 8.5), а затем переносили в 
индуцирующую среду: 
0,2% L-фукоза в 20 мM Tрис-HCl буфере (pH 8.5). Инкубирование 24 
часа при 30°C. 

1. Концентрирование 
2.DEAE-Sephadex A-50 
3.Sephadex G-100 [Yamamoto, 1986] 

н.о. 45 110 ед./мг [52, 
202] 

F. oxysporum S252 (из 
почвы) 
Дегликозилированная 
фукозидаза 

секретируемый 1-3. аналогично очистке 
гликозилированной фукозидазы 
(выше) 
4. Конканавалин A-Sepharose 4B 

15 6  

4 Penicillium multicolor Коммерческий препарат Lactase-P2, порошкообразный культуральный бульон 1. Bio-Gel HTP-gel 
2. Концентрирование Ultrafree CL2 

частично-очищенный 4.4 ед./мл 
(41.3 ед./г). 

[56] 
5 Aspergillus niger Коммерческий препарат «Rhozyme», культуральная жидкость 

 
1. Q-Sepharose 
2. Концентрирование Amicon PM-30 

частично-очищенный (0.033 ед./мг). [215] 
6 A. niger Коммерческий ферментный продукт из A. niger, Rhozyme HP-150 1. Сульфатное осаждение (100%) 

2. DEAE-Sephadex A-50 
3. Sephadex G-150 
4. DEAE-Sephadex A-50 
5. Sephadex G-150 

н.о. н.о. 403.2 102  ед./мг [193] 

7 A. niger Коммерческий грубый ферментный препарат 1. Сульфатное осаждение (100%) 
2. DEAE-Sepharose CL-6B 
3. Sephacryl S300 
4. BIG Sepharose 4B (аффинная)  

156,1 11 36.36 ед./мг [189] 

Бактерии 
8 Clostridium 

perfringens тип 33-48 
секретируемый Бульон для стрептококков (по Тодд-Хьюиту), 35; 

K2HPO4 · 3H2О, 2.36; NaCI, 2.5; глюкоза, 1.5; 
цистеин-HCl · 4 H2О, 0.05.Культивирование при 37°С, 72 часа. 

1. Сульфатное осаждение (0-80%);  2. 
Сульфатное осаждение (52.3-54.5%); 
3. Sephadex G-75; 4. Alumina Cr eluate 
5. Bentonite; 6. Vacuum dialysis. 

615 0.7 418 [216] 

9 Thermus sp. 
(из почвы термальных 
источников 
Камчатки) 

 Скрининг культур: на агаризованной среде с добавлением pNPFuc. 
Культивирование: 3% суспензии разрушенных клеточных стенок 
Saccharomyces cerevisiae; соли, г/л: 
Na2HPO4, 6; KH2PO4, 3; NaCl, 0.5; NH4Cl, 1. Рост 16 часов, 45◦C, 
перемешивание. Затем перенос 0,5л культуры в 5 л той же среды 20-
литрового ферментера. 2 дня, 45◦C, аэрация 2 л/мин, перемешивание 
700 rpm. 

1. Ультрафильтрация 
2. DEAE-Sephadex 
3. DEAE-5PW 
4. Аффинная хроматография (L-
фукозиламин-агароза) 
5. Phenyl Superose 

41.7 30 10 [208] 
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№ Источник фермента Локализация 
фермента 

Состав среды для роста (источники углерода, соли) 
Условия роста: рН, Т(°С) и время роста (часы) 

Схема выделения Степень 
очистки, 
раз 

Выход, % Активность 
фермента, 
ед./л или ед./мг 

Ссылка 

10 Bacillus sp. K40T (из 
почвы ) 

секретируемый 0.5% глюкоза; 
0.5% полипептон; 
0.5% дрожжевой экстракт; 
0.5% NaCl. pH 6.5, 30°C, ночь, перемешивание. 
Клетки собирали центрифугированием, промывали дважды 
физиологическим раствором, затем суспендировали в индуцирующей 
среде: 
0,25% L-фукозы в 100 мМ Трис-HCl буфере, рН 8,0, 24 ч, 30 °С. 

1. Hydroxylapatite 
2. Хроматофокусирование 
3. Hydroxylapatite 

38 26 61 [207] 

11 Streptomyces sp. 142  Затравка - спорулирующий мицелий с агаризованной среды. 
1% L-фукозы, 
0,3% пептон, 
0,05% YE, 
0,1% KH2PO4, 
0.05% MgSO4 · 7H2О. pH 7,0. 40 часов, 27 °С, шейкер. 
Затем переносили 25 мл КЖ в 500 мл этой же среды и культивировали 
48 часов. 27 °С на шейкере. 

1. СМ-Sepharose I 
2. CM-Sepharose II 
3. TSKgel HW55S 

741 17 0,304 [217] 

12 Xanthomonas 
manihotis 
Fuc I 

внутриклеточный 1 г/л дрожжевой экстракт, 
2 г/л триптон, 
6 г/л Na2HPO4, 
3 г/л KH2PO4, 
0,5 г/л NaCl, 
1 г/л NH4Cl2, 
2 г/л глюкоза, 
1 мM CaCl2 
1 мM MgSO4. 30 °C, до логарифмической стадии роста, аэрирование, 
перемешивание. Клетки собирали и замораживали при -70 °C. 

1.Гомогенизация клеток 
2. DEAE-Sepharose CL-6B 
3. Heparin-Sepharose CL-6B 
4. Phenyl-Sepharose 
5. S-Sepharose 
6. Mono S HR 5/5 
7. Heparin-TSK 
8. Phenyl-Superose HR10/10 

н.о. н.о. 60000 U 
of >95% pure 

[205] 

13 Xanthomonas 
manihotis 
Fuc II 

внутриклеточный 1.Гомогенизация клеток 
2. DEAE-Sepharose CL-6B 
3. Phenyl—Sepharose 
4. S-Sepharose 
5. Mono Q HR 5/5 

н.о. н.о. 1500 U of >95% 
pure 

14 Bacillus cereus (из 
почвы) 

секретируемый 0,5% PGM или L-фукоза, 
0,2% (NH4)2SO4, 
0,2% KH2PO4, 
0,02% дрожжевой экстракт, 
0,05% MgSO4 · 7H2O, 
0,05 м%. H3PO4, 
0,004 м%. CuSO4, 

0,01 м% KI, 
0,02 м% FeCl3, 
0,04 м% MnSO4 · 4-6H2O, 
0,02 м% Na2MoO4 · 2H2O 
0,04 м% ZnSO4 · 7H2O. 
pH 5,0; 3 дня, 30 °С, шейкер. 

1. Сульфатное осаждение (85%) 
2. Фракционирование ацетоном (30% 
об/об) 
3. DEAE–Toyopearl 650M 
4. Octyl Sepharose CL-4B 

60,6 1,8 51,1 [206] 

15 Streptomyces sp. 
OH11242 
(из почвы) Fase-I 

секретируемый  
Инокулюм: 
2% (w/v) глюкоза, 
0.5% (w/v) пептон, 
0.5% (v/v) мясной экстракт, 
0.3% (w/v) высушенные клетки 
дрожжей; 
0.5% (w/v) NaCl; 
0.3% (w/v) CaCO3. pH 7,0, 
перемешивание, 27 °C, 2 дня. 

 
Индукция: 
0.26% (w/v) (NH4)2SO4, 
0.24% KH2PO4, 
0.43% K2HPO4, 
0.10% MgSO4 · 7H2O, 
0.1% (v/v) раствор металлов 
(0.64% CuS04 · 5H2О, 0.10% 
FeSO4 · 7H2О, 0.79 % MnCl2 · 
4H2О, 0.15% ZnSO4 · 7H2О); 
0.5 г PGM. pH 7,0, 27 °C, 3 
дня, шейкер (120 об/мин). 
 

1. Сульфатное осаждение (80%) 
2. Sepharose CL-4B 
3. Hydroxyapatite 
4. Resource Q 
5. Mono Q 

150 10 12,7 [218] 

16 Streptomyces sp. 
OH11242 
(из почвы) Fase-II 

секретируемый 1 – 4 (аналогично п.15) 
 
 

38 3,5 0,229 
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№ Источник фермента Локализация 
фермента 

Состав среды для роста (источники углерода, соли) 
Условия роста: рН, Т(°С) и время роста (часы) 

Схема выделения Степень 
очистки, 
раз 

Выход, % Активность 
фермента, 
ед./л или ед./мг 

Ссылка 

Растения   
17 Горох 

(fisum sativum var. 
Alaska) 

внутриклеточный Горох выращивали в вермикулите в темноте при 25 ° C в течение 2,4 и 
8 дней. Этиолированный стволовый материал гороха над семядолями 
собирали, взвешивали и замораживают в жидком азоте. 

1.Гомогенат, грубый экстракт 
2. CM-Sepharose 

н.о. н.о. н.о. [198] 

18 Миндальная эмульсия 
(Fuc I) 

внутриклеточный  1.Грубый экстракт; 2.Sephadex G-200; 
3. LNF-II-Sepharose 

н.о. 12.7 0.35 [197] 

19 Миндальная эмульсия 
(Fuc II) 

внутриклеточный  1. Грубый экстракт; 2. SP-Sephadex; 
3  Sephacryl S-200; 4. Blue-Sepharose 
pulse 

1250 23 64,5 
(человеческий 
лактоферрин) 

[196] 

20 Миндальная эмульсия 
(Fuc III) 

внутриклеточный  1. Грубый экстракт; 2. Сульфатное 
осаждение (80%); 3. S-Sepharose; 4. 
Phenyl-Sepharose; 5. Mono P; 6. 
Superose 12; 7. Аффинная 
хроматография (N-(5-карбокси-l-
пентил) -1,5-дидеокси-1,5-имино-L-
фуцитол (CPDFJ)) 

163000 6 1417 (Fuc1-
3GlcNAc) 

[209] 

21 Миндальная эмульсия внутриклеточный  1. Грубый экстракт; 2. Sephadex G-200 
(первая); 3. Sephadex G-200 (вторая) 

н.о. н.о. 1,46 [194] 
н.о. н.о. 0,186 

22 Pecten maximus внутриклеточный Пищеварительные железы 1.Гомогенат; 2. Сульфатное осаждение 
до 30%; 3. Сульфатное осаждение 
(30%-70%); 4. Промывка 30% (v/v) 
этилацетатом; 5. SP-Sepharose Fast 
Flow; 6. Chelating Sepharose Fast Flow; 
7. 6-Amino-DMJ Sepharose Fast Flow 
(аффинная хроматография) 

568 3,4 86 [10] 

23 Charonia lampas внутриклеточный Печень 1.Гомогенат; 2. Сульфатное осаждение 
(75%); 4. CM-Sepharose FF; 5. TSKgel 
HW55-(S); 6. Affi-Gel CPDFJ 
аффинная хроматография; 7. F.p.l.c. 
хроматофокусирование; 8. Повторное 
рециркулирование аффинной 
хроматографии 

170,8 8 11,1 [210] 

24 Octopus vulgaris внутриклеточный Пищеварительные железы 1.Гомогенат; 2. Сульфатное осаждение 
(30-70%); 3. DE-52 cellulose; 
4. Концентрирование и 
гидроксилапатит колонка; 5. Bio-Gel 
P6 и Agarose-ε-aminocaproyl-
fucopyranosylamine 

486 21.8 38.9 [211] 

25 Unio elongatulus  Семенная жидкость Аффинная хроматография    [219] 
26 Свиная печень внутриклеточный  1 Гомогенат; 2. Аффинная 

хроматография α-C-
фукозилпропиламин; 3. Аффинная 
хроматография β-фукозиламин 

3400 75 13.6 [212] 
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группы пентоз [206]. Некоторые же среды для роста культур для выделения α-фукозидаз в 

качестве источника углерода содержат только глюкозу. Показано, что при росте на среде с 

глюкозой некоторые организмы также секретируют α-фукозидазы [207, 208]. 

α-L-Фукозидазы из организмов морского происхождения (морские беспозвоночные) 

выделают из пищеварительных органов, желудочно-кишечного тракта, печени (Таблица 3); у 

человека известные α-фукозидазы, участвующие в метаболизме и физиологических процессах, 

являются лизосомальными ферментами; фукозидазы из растений, выделяют из стволового 

материала (горох) или миндальной эмульсии (Arabidopsis). Для получения чистого ферментного 

препарата α-фукозидазы из этих организмов используют аффинную хроматографию, а иногда и 

цикл аффинных хроматографий (Таблица 3) [10, 189, 197, 208–212]. Также для выделения 

гомогенных ферментных препаратов, как например, из гороха, используют ряд ионно-обменных 

хроматографий и препаративное изоэлектрическое фокусирование [198]. 

 

1.3.1.3 Физико-химические характеристики α-L-фукозидаз 

 

Большинство α-L-фукозидаз из мицелиальных грибов наиболее активны в кислых и 

нейтральных значениях рН в интервале 4,5 – 6,0 (Таблица 4), но с некоторыми исключениями 

[193, 220]. Для большинства бактериальных фукозидаз рН оптимум гидролиза равен 5,5-6,5; для 

фукозидаз из бактерий Bifidobacterium и Lactobacillus оптимум гидролиза находится в 

нейтральной области рН 6,5-7,5 [15, 204, 221]. Обнаружены также бактериальные ферменты с 

оптимумом в щелочной области: наиболее экстремальное значение рН-оптимума гидролиза 

описано для рекомбинантной α-фукозидазы из бактерии Tanerella forsythia, которое находится в 

щелочной области и равно 9,0 [222]; рН-оптимум фукозидазы iso1 из Paenibacillus thiaminolyticus 

равен 8,2 [12]. Фукозидазы из морских организмов имеют предпочтительно кислый оптимум 

гидролиза в интервале 3,0-4,0; растительные фукозидазы наиболее активны при рН 5,0-6,0 

(Таблица 4), а оптимальные условия рН гидролиза фукозидаз из человека и других 

млекопитающих находятся в широком диапазоне значений рН 4,0-7,0. 

Многие из охарактеризованных α-фукозидаз из различных организмов, в том числе и из 

грибных источников, стабильны в диапазоне значений рН 4-6. Для некоторых ферментов 

характерно смещение как в кислую (рН 3), так и в сторону щелочных значений до рН 9-10 [52, 

202, 206, 207, 217]. 

Известные значения изоэлектрических точек для α-фукозидаз находятся в диапазоне pI 4,0 

для бактерии Thermus sp. [208], pI 6,0 для морского моллюска Pecten maximus [10] и pI 6,9-7,0 для 

рекомбинантной фукозидазы из Arabidopsis [223] и фукозидазы из человека [192]. 



37 

Данные о термостабильности и термо-оптимуме альфа-фукозидаз свидетельствуют, что 

большинство ферментов активны при повышении температуры реакции до 50 °С. Но для 

достаточно большого количества охарактеризованных фукозидаз использовали в качестве 

рабочей температуры 37 °С, поскольку стабильность многих ферментов, как правило, лежит в 

пределах до 50 °С. Наиболее экстремальное значение рабочих температур определено для архея 

Sulfolobus solfataricus: оптимальная температура гидролиза равна 95 °С; стабилен до 75 °С, а в 

качестве рабочей выбрана температура 65 °С. Немногим ниже значения температурных 

оптимумов для морских организмов Pecten maximus и Octopus vulgaris – 60 °С и 70 °С, 

соответственно [10, 211]. Для мицелиальных грибов, температурный оптимум составляет 

порядка 45-60 °С, но температура, при которой фермент стабилен, не превышает значений 50 °С 

и, в качестве рабочей температуры, исследования проводят при 37 °С; в качестве частного случая 

для F. oxysproum 377 оптимальная температура равна 25 °С [220]. 

Молекулярные массы нативных α-L-фукозидаз варьируются от 37 и 38 кДа у организмов Brassica 

oleracea и Arabidopsis thaliana [223] (по ДСН-ПААГ); до 508 кДа у архея Sulfolobus solfataricus 

[188]. По субъединичному строению альфа-L-фукозидазы являются как мономерами 

(молекулярные массы 40 – 80 кДа), так и те, которые имеют большую массу – обладают 

субъединичной структурой (от димеров до декамеров, 100 – 508 кДа) (Таблица 4). 

Аналогично другим типам гликозидаз, α-фукозидазы ингибируются конечным продуктом 

реакции гидролиза – L-фукозой в концентрации до 0,25 мМ (Таблица 4). Ингибирующими 

активность ферментов являются соединения: деоксифуконоджиримицин, 

деоксиманноджиримицин; буферные растворы на основе Триса и солей лимонной кислоты 

(цитрат). Из различных ионов двухвалентных металлов ингибирующим действием для 

большинства α-фукозидаз являются ионы Hg2+ и Сu2+. Это может быть объяснено наличием в 

активном центре ферментов сульфгидрильных мостиков. Активирующее действие на некоторые 

α-фукозидазы оказывает повышение ионной силы раствора. 
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Таблица 4 – Физико-химические характеристики α-фукозидаз  

Организм ДТ или 
рекомбинантный 

Молекулярная масса, 
кДа рI Температурный 

оптимум (°С) рН-опт рН-стаб. Ингибиторы Ссыл
ка 

Грибы 

F. oxysproum (FoFCO1) 
дт ~ 70 - 42 — 55 5,0 4,0 — 6,0 

(>80%) 
- 

[14] рекомбинантный (P. 
pastoris) 

75 — 100 (гетерогенно 
гликозилирован) 

- - - - - 

F. graminearum (FgFCO1) рекомбинантный (P. 
pastoris) - - Термостабилен до 

52 и 65 5,0 4 - 9 цитрат и Tрис (50 мM) – сильные ингибиторы 

F. oxysporum S252 
(дегликозилированная) дт 72 - 37 (р) 4,5 — 5,5 4 — 10 Не обнаружено [52, 

202] F. oxysporum S252 
(гликозилированная) дт 75 - 60; 

37 (р) 4,5 — 6,0 5,5 — 10 1 мМ Hg2+; 
L-фукоза (0,12 мМ) 

F. oxysporum дт 80 (гф) - 50 4,5 — 5,5 4,5 — 8,0 L-фукоза, D-арабиноза, Hg2+ [224] 
F. oxysporum 377 дт - - 25 6,8 - - [220] 
Aspergillus niger дт - - 37 (р) 3,8 - - [193] 
Penicillium multicolor дт 180 (ГФ) - 50 стаб. 5,0 3,0 – 7,0 - [56] A. niger дт - - 50 стаб. - - - 
Бактерии и археи 

Clostridium perfringens тип 33-48 дт 185 - 225 (гф) - 37 (р) 5,8 - 6,3  п-хлоромеркурибензоат, йодацетамид, ЭДТА, Fe2+, Fe3+, 
Hg2+, Zn2+, Cu2+ [216] 

Thermus sp. дт 61*4=240 4,2 50 6,5 5,5-7,5 при 37 L-фукоза (0,15 мМ) [208] 
Tanerella forsythia рекомбинантный 51 - 22 9,0  L-фукоза (0,25 мМ); DFJ (0,1 мкМ) [222] 
Bacillus sp. K40T дт 200 -  5.5-7.0 6.0-9.0 Hg2 +; L-фукоза [207] 
Bacillus cereus дт 196 (гф); 81 (ДСН-ПААГ) - 50; 

37 (р) 7,0 5,0-9,0 L-фукоза (10 мM); Hg2+ (0,1 мM) [206] 
Bacillus circulans M28 (F I) дт 135х2 (ДСН-ПААГ) 

285 (гф) 
- 50 5,5 — 6,5 4,5 – 9,0 1 мM Hg2+ [225] 

Bacillus circulans M28 (F II) дт 250 - 40 — 45 6,0 — 7,0 6,0 — 8,5 1 мМ Cu2+, 1 мM Hg2+, 0,5 мM п-хлорортути бензоат — 
полностью; 1 мМ Ni2+ и Zn2+ - сильно. L-Fuc не влияет. [202] 

Bacillus fulminans дт 70 — 80 (гф) - 37 (рабоч), 50 
стабил 5 мин 6,3 — 6,6 - Деоксихолат, ЭДТА, Hg2+ (0,1 мМ), Mn2+ 

(0,1 мМ), SDS [226] 
Bacteroides thetaiotaomicron BT 2970 рекомбинантный ~ 50 (ДСН-ПААГ), димер - 37; стабилен при 37 

в течение 30 мин 6,0 4.0 — 9.0 - 

[51] 
Bacteroides thetaiotaomicron BT 2192 рекомбинантный ~ 55 (ДСН-ПААГ), димер - 50; стабилен при 37 

в течение 30 мин 6,0 4.0 — 9.0 - 

Bifidobacterium bifidum (AfcA) GH95 рекомбинантный (E. 
coli) 205 - 37 (р) 6,5 (р)  - [15] 

Bifidobacterium bifidum (AfcB) GH29 рекомбинантный 160 (ДСН-ПААГ); 
350 (гф) 

- 45 5, 5  6,0 3,5  8,0 Cu2+ ингибирует; Co2+ активирует [227] 
Bifidobacterium longum subsp. infantis 
ATCC 15697 
штаммы Blon_0248; Blon_0426; 
Blon_2336 

рекомбинантный (E. 
coli) - 

- 
- 37 6.5 

- - 

[221] 
штаммы Blon_2335 и Blon_0346 37 7,5 и 6,0 
Lactobacillus casei AlfA рекомбинантная (E. 

coli) 

165.6 (гф) - 39 – 41 7,0-7,5 -  
[204] Lactobacillus casei AlfВ 178.58 (гф) - 41 7,0 - MnCl2 ингибирует 

Lactobacillus casei AlfС 159.06 (гф) - 41 7,0 -  
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Продолжение таблицы 4 
Организм ДТ или 

рекомбинантный 
Молекулярная масса, 

кДа рI Температурный 
оптимум (°С) рН-опт рН-стаб. Ингибиторы Ссыл

ка 

Sulfolobus solfataricus рекомбинантная (E. 
coli) 10*57 = 508 (гф) - 95; стабилен при 75; 

65 (р)  3,3  6,3  [188, 
228] 

Paenibacillus thiaminolyticus (iso1) рекомбинантная (E. 
coli) 51.2 (ДСН-ПААГ) - 48 8,2 - Tрис буфер [12] 

Paenibacillus thiaminolyticus (iso2) рекомбинантная (E. 
coli) 76,8 (ДСН-ПААГ) - 50 6,5 - - [13] 

Streptomyces sp. OH11242 (Fase-I) дт 59 (ДСН-ПААГ); 76 (гф) - 37 (р) 5.5-6.0 - - 
[218] Streptomyces sp. OH11242 (Fase-IIа) дт 57 - 37 (р) 4.7 - - 

Streptomyces sp. OH11242 (Fase-IIb) дт 56 - 37 (р) 6,5 - - 

Streptomyces sp.142 дт 40 (гф) - 50 6,0-6,5 6,0-8,5 10 мM Hg2+; 1 мM п-ртутнохлористый бензоат; мочевина 
или гуанидин гидрохлорид (2 M); 10 мM L-фукоза [217] 

Trichoderma maritima рекомбинантная (E. 
coli) 

300 (гф) гексамер 52кДа 
(ДСН-ПААГ) 

- 37 (р); 25 (р) 5,0 - 10 мM ЭДТА [229, 
230] 

Xanthomonas manihotis дт - - - 6,0 - - [205] 
Растения 

Миндаль (эмульсия) дт 73 (гф) - 37 5,3 - 0,1М Hg2+; L-фукоза. Повышение ионной силы 
активирует. [196] 

Миндаль (эмульсия) I дт  - 37 5,5  нет [194] Миндаль (эмульсия) II дт  - 37 5,0-6,5  нет 
Миндальное молочко 
Arabidopsis thaliana 

дт 106 (гф), 54 (ДСН-ПААГ) - 37 (р) 5,3 Между 3 и 7 NaCl стимулирует [209] 
дт 63 (ДСН-ПААГ) - - - - - [231] 

Solanum lycopersicum a-Fuc’ase S1-1 Рекомбинантная 
(E.coli)  - - 4,0 — 5,0 - Zn2+, Fe2+ и Cu2+ [232] 

Arabidopsis (AtFXG1) Рекомбинанная 
(Pichia pastoris) 38 6,9 - - - - 

[223] 
Листья капусты Brassica oleracea дт 37 (ДСН-ПААГ), 200 (гф) - - 5,5 - - 
Горох Pisum satiwum дт 20 (ДСН-ПААГ) 5,4-5,6 30 (р) 6,0 (р) - - [198] 
Морские организмы 

Pecten maximus - 4x50 (ДСН-ПААГ); 
200 (гф) 6 60 4 3 – 5,5 

Ингибиторы: 1-DFJ (0,026 нМ); 6-N-ацетиламино-
деоксиманноджиримицин; Сu2+; Hg2+; L-фукозамин 
(0,316 мМ); L-фукоза (0,24 мМ); 
Активаторы: ЭДТА; повышение ионной силы 10 – 200 
мМ; Zn2+ 

[10] 

Octopus vulgaris дт 70 — 75 (гф) - 70 3; 5,5 -  [211] 
Charonia lampas дт 208 (гф), тетрамер, 49,5 

(ДСН-ПААГ) 6,0  6,4 37 (р) 3,0 - 1 мM-Cu2+ и 0.1 мM п-ртутнохлористая-
фенилсульфоновая кислота [210] 

Biomphalaria glabrata дт - - 37 (р) 5,8 - L-фукоза, DFJ, Трис [191] 
Unio elongatulus гликозилированная дт 67,8 (МС) - -  - - [219] дегликозилированная дт 56 (МС) - 50-60 5,0 - - 
Наземные и млекопитающие 

Евразийский волк Canis lupus lupus 
(rcFUC) 

Рекомбинантная 
(экспрессия в CHO 
и MDCK клетки) 

50*2 (ДСН-ПААГ); 156 
(гф) - 37 7,0 5,0 — 9,0 - [233] 

Хомяк Mesocricetus auratus дт 56 + 60 (ДСН-ПААГ) 7,0 - 6,8 5,5 — 7,5 - [234] Cavia porcellus дт  7,0 -   - 

Семенная плазма человека (h-Fuc) 

Рекомбинантная (E. 
coli)  - 55 4.8-5.2 2.5-8.0 - [53] 

- ~56-57 (ДСН-ПААГ); 110, 
236 и 314 (гф) 5.0-7.0 - 4.0-4.5; 

6.4-7.4  
- 

[192] 
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1.3.1.4 Субстраты α-L-фукозидаз 

 

L-Фукоза (6-деокси-L-галактоза), хотя и относительно мало встречается в биосфере, имеет 

много важных функций. Интерес к этому моносахариду обусловлен его важной ролью во многих 

физиологических и патологических процессах [235]. L-фукоза обнаружена в самых разных 

организмах: бактерии, растения, животные, насекомые, млекопитающие, морские бурые 

водоросли и морские беспозвоночные [8, 236]. Природное фукозилирование представлено 

следующим разнообразием: терминальное фукозилирование в форме α(1 → 2)-связей с D-

галактозой (Gal), α(1 → 3/4/6)-связи с N-ацетилглюкозамином (GlcNAc), α(1 → 3)-связи с D-

глюкозой (Glc); фукозидные цепи между фукозой с помощью α(1 → 3/4)-связей. Кроме 

перечисленных основных вариантов связей между фукозным мотивом в природных соединениях, 

существуют некоторые примеры редкого фукозилирования. В зависимости от типа связей, 

дополнительных моносахаридных звеньев, длины фукосахаридов, в природе обеспечивается 

большое разнообразие фукозосодержащих соединений, наделённых различной биологической 

ролью в метаболизме организмов. 

Одними из распространенных фукозилированных гликоконъюгатов являются N- и О-

гликопротеины клеточной поверхности [237]. У человека и растений фукозилирование многих 

N- и O-гликанов осуществляется в положениях α(1→2)-Gal, α(1→3/4)-GalNAc. Для N-гликанов 

также характерно фукозилирование в положении α(1→6)-GalNAc , связанного с остатком Asn с 

образованием α(1→6)-хитобиозной единицы (Рисунок 3) [7, 8, 238–240]. Присоединение L-

фукозы в положении α(1→3) на самый внутренний фрагмент GlcNAc хитобиозной единицы, 

которая связана с Asn, часто встречается у растений, а также у некоторых насекомых, паразитов, 

C. еlegans, Drosophila melanogaster [238, 241]. Стоит отметить, что у растений достаточно часто 

распространено α(1→4)-фукозилирование N-гликанов, которое задействовано в 

физиологических процессах. 

Олигосахаридные цепи гликоконъюгатов, содержащих L-фукозу, встречаются среди 

наиболее известных фукозилированных гликанов группы крови ABO и антигенов A, B, H и 

Льюиса [7, 242]. Предшественники фукозилированных олигосахаридов Льюиса типа I и типа II 

различаются типом связи между терминальными остатками Glc и Gal в дисахариде: цепи типа I 

содержат мотив Gal-β(1→3)-GlcNAc-β-(1→)-R, а цепи типа II – Gal-β(1→4)-GlcNAc-β-(1→)-R 

[243] (Рисунок 4). В антигенах крови А и В, а также у Leу, Leb и Н-антигенов цепей типа I и типа 

II, L-фукоза прикреплена в α(1→2) положении к терминальному остатку галактозы. 

Субтерминальный остаток GlcNAc у цепей типа II фукозилирован α(1→3)-связью, а у цепей типа 
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I – α(1→4) [243]. Фрагмент Lea олигосахаридов: Gal-(1→3)[Fuc-(1→4)]GlcNAc также 

представлен на антеннах N-гликанов (Рисунок 3). 

Рисунок 3 – Фукозилирование в положениях α(1→2), α(1→3/4) и α(1→6) O-гликанов 

(слева) и N-гликанов (справа). Черный и темно-серый блоки внизу представляют собой белки 

(иллюстрация адаптирована из [238]). 

 

Некоторые патогенные бактерии (Helicobacter pylori, Streptoccocus pyrogenes, 

Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans и Eikenella corrodens) секретирует 

липополисахариды клеточной поверхности, несущие производные антигенов групп крови 

Льюиса, тем самым подражая моделям гликозилирования хозяина, которые выводят из 

активированного состояния иммунный ответ, и, как следствие, происходит бессимптомная 

колонизация хозяина [238, 244].  

 

 

 

 

α(1→2)-
 

α(1→3/4)-Fuc 

α(1→3/4)-Fuc 

α(1→3/4)-Fuc 

α(1→6)-Fuc 
хитобиоза 

поли-LacNAc цепь 
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Рисунок 4 – Строение некоторых фукозосодержащих антигенов групп крови. Структуры 

изображены в соответствии с номенклатурой символов Консорциума по функциональной 

гликомике (http://www.functionalglycomics.org/static/consortium/Nomenclatures.html). 

 

Другими распространенными фукозилированными соединениями являются олигосахариды 

грудного молока, которые содержат 5 моносахаридных строительных блоков: глюкозу (Glc), 

галактозу (Gal), N-ацетил глюкозамин (GlcNAc), фукозу (Fuc) и сиаловую кислоту (Рисунок 5). В 

основе таких молекул лежит дисахарид лактоза (Galβ(1→4)Glc) на редуцирующем конце, 

которая может быть удлинена до 15 дисахаридных единиц добавлением через β(1→3)- и β(1→6)-

связи лакто-N-биозы (Galβ(1→3)GlcNAc-, цепь типа 1) или N-ацетиллактозамина 

(Galβ(1→4)GlcNAc-, цепь типа 2). Кроме того, лактоза и/или добавленная олигосахаридная цепь 

могут удлиняться фукозилированием в положениях (1→2), (1→3) или (1→4) и/или 

сиалированием в (2→3) или (2→6) положениях. На сегодня идентифицировано более 150 

различных вариантов олигосахаридов грудного молока [245]. В результате, из существующего 

большого разнообразия различных видов HMO, различающихся длиной цепи, типами замещений 

и конфигурацией связей, подавляющее большинство являются фукозилированными видами (50 

– 80% олигосахаридов HMO фукозилирована) [246, 247]. Наиболее распространенными 

олигосахаридами в материнском молоке являются трисахарид 2'-O-фукозилактоза и 

пентасахарид лакто-N-фукопентоза I [248]. Присутствуя в грудном молоке человека, они имеют 
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решающее значение для здоровья и развития младенцев посредством иммуномодулирующих 

эффектов, а также путём избирательной стимуляции определённых штаммов Bifidobacterium 

[203, 246, 249]. Поэтому предпринимаются попытки синтеза различными путями соединений 

грудного молока для последующего введения на рынок детских смесей [28, 245]. 

Рисунок 5 – А: Схематическое изображение общей структуры фукозилированных 

олигосахаридов грудного молока (HMOs). Б: Фукозилированные соединения HMOs 

(адаптировано из [250]). 

 

В растительных клеточных стенках L-фукоза представлена в виде терминальной 

модификации углеводной цепи полисахаридов и гликопротеинов, включающих 

рамногалактуронаны, арабиногалактан-протеины, некоторые ксилоглюканы и пектин. 

Ксилоглюкан состоит из β(1→4)-D-Glc скелета, который несет α(1→6)-ксилозные фрагменты на 

три последовательных остатка глюкозы (Рисунок 6). Вторая и третья ксилоза в строительном 

блоке X-X-X-G могут иметь β(1→2)-связанную D-Gal, а вторая из Gal обычно удлиняется Fuc 

α(1→2)-связью. [190, 198, 199, 223, 238]. 

Рисунок 6 – Фукозилирование ксилогликана клеточной стенки у растений [238]. 
 

Большую гетерогенную группу фукозосодержащих биополимеров образуют фукоиданы, 

или фукозосодержащие сульфатированные гликаны – полианионные полисахариды, которые 
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являются составной частью клеточных стенок морских водорослей, а также обнаружены у 

организмов морского происхождения, морских беспозвоночных [18, 251]. По химической 

структуре фукоиданы представляют гомо- или гетерополисахариды, где основным мономером 

выступают остатки α-L-фукозы. При этом значительная часть α-L-фукозы сульфатирована или 

иногда ацетилирована по разным положениям [252–255]. Помимо остатков L-фукозы, в состав 

фукоиданов бурых водорослей входят различные моносахариды: галактоза, манноза, ксилоза, 

рамноза, уроновые кислоты. Остатки галактозы могут содержать сульфатные группы подобно L-

фукозе. В галактофуканах сульфатные группы проявляется, но реже, при С3 и/или С6 остатков -

D-галактопиранозы. 

Содержание и структура фукоиданов бурых водорослей варьируется в зависимости от эндо- 

и экзогенных факторов: вида водоросли, времени сбора, места произрастания, факторов внешней 

среды. При этом структура фукоиданов у одного и того же вида также может иметь значительные 

различия [255–257]. В виду существования большого разнообразия структур фукоиданов, 

настолько разнородную группу молекул сложно классифицировать. Кроме фукоидана в 

водорослях могут встречаться другие фукозосодержащие полисахариды (галактофуканы, 

фукогалактаны, фукоглюкурономаннаны и ксилофукоглюкуронаны) [256]. Выделяют несколько 

структурных групп фукоиданов, различающихся типом О-гликозидной связи между остатками 

L-фукозы в полисахариде и наличием дополнительных мономерных звеньев [256]: 

• Сульфатированные α-L-фуканы. (α-L-Fuc-(1→3)-L-Fuc-)n. Характерно для бурых 

водорослей порядка Laminariales и Ectocarpales. 

• Фукоиданы, построенные из остатков L-фукозы, связанные (1→3)- и (1→4)-О-

гликозидными связями. Характерно для бурых водорослей порядка Fucales. 

• Сульфатированные галактофуканы. Состоят из α-L-фукозы и β-D-галактозы, связанные 

(1→3)- и/или (1→4)-О-гликозидными связями. Характерно для бурых водорослей порядка 

Laminariales. 

• Фукоиданы сложного состава. Содержат в составе кроме L-фукозы значительные 

количества других моносахаридов. 

Кроме фукоиданов, морские организмы в своём составе могут содержать фукозилированные 

гликозаминогликаны. Примером служит фукозилированный хондроитин сульфат – 

гликозаминогликан, обнаруженный в некоторых видах морских огурцов. Основная структура 

хондроитин сульфата представлена чередующимися звеньями дисахарида (1→4)-связанной 

глюкуроновой кислоты и (1→3)-связанными остатками N-ацетилгалактозамина, что является 

основой как для морских организмов, так и наземных млекопитающих. Однако структурное 

разнообразие этого полисахарида проявляется в виде сульфатированных и не сульфатированных 
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фукозильных разветвляющихся звеньев, связанных с остатками глюкуроновой кислоты (1→3)-

связью [121]. 

 

1.3.1.5 Каталитические свойства α-L-фукозидаз 

 

1.3.1.5.1 Особенности реакции гидролиза и субстратная специфичность α-фукозидаз 

 
Поскольку ферменты α-L-фукозидазы могут избирательно удалять L-фукозу, они являются 

важными инструментами для определения биологических функций различных 

фукоолигосахаридов [51]. 

Ферменты семейства GH95 являются высокоспецифичными для гидролиза L-фукозы, 

находящейся на невосстанавливающих концах, связанную с остатками D-галактозы α(1 → 2)-

связью и характеризуются обращающим механизмом гидролиза [15]. Напротив, α-L-фукозидазы 

из семейства GH29 могут гидролизовать различные типы гликозидных связей. GH29 α-L-

фукозидазы чаще всего гидролизуют α(1 → 2) – связи между фукозой и галактозой или α(1 → 3) -, 

α(1 → 4) - и α(1 → 6)-связи между остатками фукозы и N-ацетилглюкозамина [258]. Недавно 

Сакурама и соавторы разделили семейство GH29 на два подсемейства, основанных на их 

субстратной специфичности и филогенетическом анализе [51]. Подсемейство A содержит α-L-

фукозидазы (EC 3.2.1.51) с относительно свободной субстратной специфичностью и способные 

гидролизовать синтетический субстрат pNPFuc. Альфа-L-фукозидазы (EC 3.2.1.111) из 

подсемейства B являются специфичными для α(1→ 3 / 4)-фукозидных связей и практически не 

могут гидролизовать pNPFuc. После изучения субстратных особенносейи двух GH29 α-L-

фукозидаз из Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 (GH29-A [BT_2970] и GH29-B [BT_2192]), 

для которых были решены кристаллические структуры, было высказано предложение, что α-L-

фукозидаза GH29-B имеет субсайт, который может вмещать остаток галактозы и что наличие 

разветвленного галактозного остатка необходимо для его гидролитической активности [51]. 

Позже активность α-L-фукозидазы и β-D-галактозидазы были обнаружены для бактериального 

фермента B. thetaiotaomicron BT_2192 (GH29-B), и после анализа его кристаллической структуры 

было предложено, что β-D-галактозид связывается во втором кармане активного сайта [259]. 

В зависимости от специфичности α-L-фукозидаз, они активно гидролизуют различные 

терминальные фукозильные связи, представленные в форме α(1 → 2)-связей с D-галактозой (Gal), 

α(1 → 3/4/6)-связи с N-ацетилглюкозамином (GlcNAc), α(1 → 3)-связи с D-глюкозой (Glc), 

которые присутствуют в разных природных субстрата   [10, 14, 51, 190, 221, 260].   Кроме того,  
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Таблица 5 – Субстратная специфичность α-L-фукозидаз из различных источников  
Фермент Предпочтительный для гидролиза тип связи в 

фукозилированных олигосахаридах 
Кинетические параметры гидролиза pNPFuc Ссылка 

KМ, мM kcat, с-1 kcat/KМ, (мM∙с)-1* 

Грибы 

FgFCO1 (из Fusarium graminearum) α-(1→2)- > α-(1→3)-/α-(1→4)- 9.8  0.14  0.014  [14, 213] 

FoFCO1 (из F. oxysporum) нет доступной информации 0.85 0.023 0.027 [14] 

Гликозилированная α-L-фукозидаза из F. oxysporum S252 гидролизует 2-фукозиллактозу: α-(1→2)-D-Gal c 0.48  нет доступной информации [52, 202] 

Дегликозилированная α-L-фукозидаза из F. oxysporum S252 0.59  нет доступной информации 

α-L-фукозидаза из F. oxysporum 377 нет доступной информации 0.75 нет доступной информации [220] 

α-L-фукозидаза из A. niger гидролизует 2-фукозиллактозу: α-(1→2)-D-Gal не определено [193] 

α-L-фукозидаза из A. niger только α-(1→6)-D-GlcNAc не определено [189] 

Бактерии и археи  

α-L-фукозидаза из Bacillus sp. K40T α-(1→2)- ; не гидролизует α-(1→3)-/α-(1→4)- гидролизует pNPFuc [207] 

α-L-фукозидаза из Bacillus cereus α-(1→2)-D-Gal; не гидролизует α-(1→3)-/α-(1→4)- не определено [206] 

BT 2970 из Bacteroides thetaiotaomicron α-(1→3)- > α-(1→4)-D-GlcNAc неразветвленные; 
не гидролизует α-(1→6)- 

1.5 1.3 0.87 [51] 

BT 2192 из B.thetaiotaomicron α-(1→3)-/ α-(1→4)- разветвленные не определено 

AfcB (GH29) из Bifidobacterium bifidum α-(1→3)-/α-(1→4)-, не гидролизует α-(1→2)-  
 

не определено [227] 

α-L-фукозидаза из Bacillus circulans M28 (F I) α-(1→2)-/α-(1→3)-/α-(1→4)  [202] 

α-L-фукозидаза из Bacillus circulans M28 (F II) 2ʼ-фукозиллактоза, 3-фукозиллактоза, α(1→6)-D-GlcNAc  

α-L-фукозидаза from Clostridium perfringens α-(1→2)-D-Gal не определено [216] 

Iso1 из Paenibacillus thiaminolyticus нет доступной информации 0.44 58.7 133  [12, 13] 

Iso2 из Paenibacillus thiaminolyticus нет доступной информации 0.52  

Fase I из Streptomyces sp. OH11242 α-(1→2)-, не гидролизует α-(1→3)-/α-(1→4)- не определено [218] 

Fase IIa из Streptomyces sp. OH11242 нет доступной информации гидролизует pNPFuc 

Fase IIb из Streptomyces sp. OH11242 α-(1→3)-/α-(1→4)-, не гидролизует α-(1→2)- гидролизует pNPFuc 

α-L-фукозидаза из Streptomyces sp. 142 α-(1→3)-/α-(1→4)-D-GlcNAc, не работает по α-(1→2)-/α-(1→6)- не определено [217] 

fuc I из Xanthomonas α-(1→3)-/α(1→4)-, не гидролизует α-(1→2)- нет доступной информации [205] 

fuc II из Xanthomonas только α-(1→2)-  гидролизует pNPFuc 

    (*) Значения константы kкат для многих охарактеризованных ферментов были рассчитаны на основании данных, изложенных в соответствующих работах. 
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Фермент Предпочтительный для гидролиза тип связи в 
фукозилированных олигосахаридах 

Кинетические параметры гидролиза pNPFuc Ссылка 

KМ, мM kcat, с-1 kcat/KМ, (мM∙с)-1* 

Ssα-fuc из Sulfolobus solfataricus α-(1→6)-D-GlcNAc e 0,028  (pH 6.3)  287 (pH 6.3) 10250 (pH 6.3) [188, 228] 

 0.26 (pH 5.0) 430 (pH 5.0) 1624 (pH 5.0) 

D124G нет доступной информации 0.09  240  2740  

D146G нет доступной информации 0.033  224  6791  

H46G нет доступной информации 17  419  25  

H123G нет доступной информации не определено 3.5 

E58G нет доступной информации не определено 1.9 

E292G нет доступной информации 0.056 g 1.86  33  

α-L-фукозидаза из Thermus sp. α-(1→2)-D-Gal / α(1→3/1→4/1→6)-D-GlcNAc 0.2 12.2 61 [208] 

Lactobacillus casei AlfA клонированная  только α-(1→6)-D-GlcNAc 0.27 (pH 7.5) 3.14 11.7 

L. casei AlfB клонированная α-(1→3)- > α-(1→2)-D-Gal >α-(1→4)- неразветвленные 2.9 (pH 7) 17.9 6.1 [204] 

L. casei AlfC клонированная α-(1→6)- >> α-(1→4)- > α-(1→2)- > α-(1→3)- 5.2 (pH 7) 58.9 11.3 

rTfFuc1 из Tanerella forsythia (51kDa) только α-(1→2)-D-Gal и α-(1→6)-D-GlcNAc в коротких 
неразветвленных олигосахаридах 

0.67  17 26 [222] 

Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697 Blon_0248 не гидролизует HMOs 0.131§ 0.11§  0.83 § [221] 

Blon_0426 не гидролизует HMOs 0.115§  9.452 §  82.0 §  

 Blon_0346 α-(1→2)-D-Gal; не гидролизует HMOs 0.180 §  4.481 § 24.9 § 

 Blon_2335 α-(1→2)-D-Gal > α-(1→3)-D-Glc/ α-(1→4)-D-GlcNAc > α-(1→3)-D-
GlcNAc 

33.03 § 3.898 § 0.119 § 

 Blon_2336 α-(1→2)- > α-(1→3)- > α-(1→4)- 0.709 § 0.285 § 0.4 § 

Tm αFuc дикий тип из Thermotoga maritima нет доступной информации 0.032 5.4 s 160 [229, 230] 

Tm αFucMBP нет доступной информации 0.05 14.3 280 

Tm αFuc D224A из T.maritima i  нет доступной информации не определено  0.028 

Tm αFuc E66A нет доступной информации 2.1 1.3 0.6 

Tm αFuc E266A  нет доступной информации не определено 0.0044  

Растения  

fuc I из миндальной эмульсии α-(1→4)- > α-(1→3)-, не гидролизует α-(1→2)- нет доступной информации [194] 

fuc II из миндальной эмульсии α-(1→2)- >>> α-(1→3/4)- нет доступной информации 

α-L-фукозидаза из миндальной эмульсии α-(1→3/4)- не определено [231] 

    (§) Активность измерена с использованием 2-хлоро-4-нитрофенил-α-L-фукопиранозида в качестве субстрата. 
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Фермент Предпочтительный для гидролиза тип связи в 
фукозилированных олигосахаридах 

Кинетические параметры гидролиза pNPFuc Ссылка 

KМ, мM kcat, с-1 kcat/KМ, (мM∙с)-1* 

αL fuc I из миндальной эмульсии α-(1→3/4)-, не гидролизует α-(1→2)- гидролизует pNPFuc [197] 

α-L-фукозидаза I из миндальной эмульсии α-(1→3)-D-GlcNAc; не гидролизует α-(1→2)- /α-(1→6)- нет доступной информации [196] 

α-L-фукозидаза III из миндального молочка α-(1→3)-D-Glc-/ α-(1→3)-D-GlcNAc-/ α-(1→4)-D-GlcNAc-; 
не гидролизует α-(1→2)-D-Gal/α-(1→6)-D-GlcNAc-  

не определено [209] 

α-L-фукозидаза из Arabidopsis (рекомбинантная) α-(1→3/4)- не определено [231] 
α-L-фукозидаза из Pea epicotyls α-(1→2)-D-Gal- не определено [198] 
Моллюски и морские беспозвоночные 

α-L-фукозидаза из Charonia lampas 
 

α-(1→2)-D-Gal-/α-(1→4)-D-Glc- >>> α-(1→6)-D-GlcNAc-  > 
α-(1→2)-D-Gal-  > α-(1→3)-D-Gal-(α-(1→4)-L-Fuc)-D-GlcNAc- >>> α-
(1→4)-D-Gal-(α-(1→3)-L-Fuc)-D-GlcNAc- 

0.26 38.22 147 [210] 

α-L-фукозидаза из Biomphalaria glabrata  Нет доступной информации 0.55 Vmax = 0,0016 
ед. 

нет доступной 
информации 

[191] 

α-L-фукозидаза из Octopus vulgaris 
 

гидролизует клеточные гликопептиды; не гидролизует α-(1→2)-/ α-
(1→3)-/ α-(1→4)- в HMOs и α-(1→6)- в IgG-гликопептидах 

0.358 56.3 
 

157 
 

[211] 

α-L-фукозидаза из Littorina littorea L. Очень низкая активность: α-(1→2)-/ α-(1→3)-/ α-(1→4)-  0.3 Vmax = 2.6 мкM/мин/мг [262] 
α-L-фукозидаза из Chamelia galina α-(1→2)-/ α-(1→3)-/ α-(1→4)- 0.07 Vmax = 3.5 мкM/мин/мг 

α-L-фукозидаза из Tapes rhomboideus α-(1→2)-/ α-(1→3)-/ α-(1→4)- 0.14  Vmax = 4.1 мкM/мин/мг 

α-L-фукозидаза из Mytilus edulis L. α-(1→2)-/ α-(1→3)-/ α-(1→4)- 0.12  Vmax = 0.4 мкM/мин/мг 

α-L-фукозидаза из Pecten maximus 
 

α-(1→2)-D-Gal- (неразветвленные) > α-(1→4)- > α-(1→3)-/α-(1→2)-D-
Glc (разветвленные) 

0.65 283 435 [10] 

α-L-фукозидаза из Turbo cornutus α-(l→4)- > α-(l→2)- > α-(l→3)-; IgG: α-(l→6)- нет доступной информации [263] 
α-L-фукозидаза из Charonia lampas α-(l→2)-D-Gal- > α-(l→4)-D-GlcNAc- > α-(l→3)-D-GlcNAc-; IgG: α-

(l→6)- 
нет доступной информации 

Млекопитающие  

α-L-фукозидаза из семенной плазмы человека нет доступной информации 0.06 #   362 #  6031#  [192] 
α-L-фукозидаза из селезёнки человека α-(l→2)-D-Gal- >  α-(1→3)- / α-(1→4)-/ α-(1→6)-D-GlcNAc- гидролизует pNPFuc [264] 
α-L-фукозидаза из мозга человека только α-(1→2)-; H-антиген > α-(1→2)-L-Fuc-декасахарид гидролизует pNPFuc 

α-L-фукозидаза из печени человека α-(1→2)-D-Gal- (неразветвленные) >  α-(1→4)-D-GlcNAc- 0.3 не определено [265] 
α-L-фукозидаза человека рекомбинантная (h-Fuc)  0.284 17 60.7 [53] 
α-L-фукозидаза из сыворотки крови человека  α-(1→2)-D-Gal- >>>α-(1→3)- / α-(1→4)- >>> α-(1→6)-D-GlcNAc  0.18 71.5 397.4 [266] 
α-L-фукозидаза I из свиной печени α-(1→2)-D-Gal- > α-(1→3)- / α-(1→4)-D-GlcNAc гидролизует pNPFuc [267] 
(#) Активность измерена с использованием 4-метилумбеллиферрил-α-L-фукопиранозида в качестве субстрата.  
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некоторые α-L-фукозидазы эффективно отщепляют молекулы L-фукозы не только от 

олигосахаридов, но и от крупной полимерной молекулы фукоидана. Например, альфа-L-

фукозидаза из морского моллюска Pecten maximus эффективно катализирует гидролиз до 

свободной фукозы крупной молекулы фукоидана из Ascophyllum nodosum, состоящей из 

чередующихся звеньев Fuc-α-(1→4)-Fuc и Fuc-α-(1→3)-Fuc без его предварительной 

дополнительной деполимеризации [10, 24]. Альфа-L-фукозидаза из печени морского ушка 

Haliotis gigantea полностью гидролизует фукоидан из бурой водоросли Ecklonia cava [261]. 

 

1.3.1.5.2 Реакции трансгликозилирования 

 

Основная функция О-гликозидаз – гидролитическая активность в присутствии воды (как 

акцептора), однако способность некоторых из этих ферментов катализировать перенос 

гликозильного остатка на любой другой акцептор, имеющий не менее одной гидроксильной 

группы [268], известна давно и исследуется на протяжении нескольких десятков лет. Знание 

стереохимии реакции гидролиза позволяет предсказать способность фермента к катализу 

побочной реакции – переносу гликозидных остатков между молекулами субстрата 

(трансгликозилирование). Такая способность свойственна только гликозидазам, действующим с 

сохранением аномерной конфигурации первого углеродного атома в молекуле L-фукозы при 

образовании продукта реакции [269]. Актуальность исследований ферментативного синтеза 

углеводных соединений со временем возрастает, хотя использование таких биокатализаторов не 

лишено недостатков [270]. 

В углеводной химии для получения важных олигосахаридов используют четыре способа: 

(а) очистка из природных (крайне дорогой и сложный способ) или рекомбинантных источников 

(после генетической модификации организмы превращаются в «живые фабрики» по 

производству целевых соединений); (б) химический синтез углеводов (требует технически 

сложных трудоемких реакций, связанных с защитой и снятием защиты с реакционноспособных 

групп); (в) комбинации химического и ферментативного синтеза или же (г) просто 

ферментативный синтез [271–277]. Ферментативный синтез углеводов продолжает 

соответствовать требованиям стерео- и региоселективных реакций без побочных продуктов. 

Многие синтезирующие гликозидазы могут быть интересны с точки зрения использования этих 

ферментов и продуктов их синтеза в структурной биологии как для описания структурных 

особенностей активных центров ферментов, а также фармацевтической промышленности, 

медицине. Ограничением является тот факт, что при таком способе образуются относительно 

малые выходы целевых продуктов. 



50 
 

Для синтеза фукозилированных молекул могут быть применены ферменты 

фукозилтрансферазы (их непосредственной задачей in vivo и является синтез) и α-L-фукозидазы 

с сохраняющим механизмом гидролиза [270]. Ферменты класса фукозилтрансфераз (КФ 2.4.1.х) 

катализируют реакции переноса остатка L-фукозы от донора ГДФ-фукозы на акцепторные 

молекулы, включая олигосахариды, гликопротеины, гликолипиды. Следует отметить, что 

фукозилтрансферазы высокоспецифичны по отношению к акцептору и не способны 

гидролизовать продукт своей реакции. Более того, наличие фукозилнуклеотида (ГДФ-фукоза) 

является обязательным условием для работы этих ферментов, а он, в свою очередь, не является 

легко доступным и для его регенерации необходим внутриклеточный мультиферментный 

комплекс. Поэтому синтез фукоолигосахаридов чистыми фукозилтрансферазами возможен 

только в очень малых масштабах промышленными бактериями и крайне затратен. Тем не менее, 

при помощи фукозилтрансфераз ферментативным синтезом были получены многие 

фукозилированные молекулы, включая антигены группы крови [278–281]. 

Использование гликозидаз как катализаторов для получения гликозидных соединений 

актуально и применимо в современной синтетической биохимии и инженерии и является шагом 

к образованию новых химических производств, выигрышных с точки зрения экологичности и 

устойчивости процессов. Известно, что образование гликозидной связи происходит за счёт 

химической реакции между аномерным атомом углерода (C1) одной молекулы моносахарида и 

гидроксильной группой другой молекулы моносахарида, что приводит к образованию 

кислородного мостика между двумя молекулами. При химическом конструирование связи в 

олигосахаридах может образовываться только один тип связи (1→1, 1→2, 1→3, 1→4 или 1→6) 

с использованием доступных атомов углерода второй молекулы (С1, С2, С3, С4 или С6), что 

называется региоселективностью реакции. В дополнение к региоселективности, увеличение 

количества образовавшихся гликозидных связей происходит за счёт существование α- и β-

изомеров сахаров. В этом случае использование гликозидаз крайне удобно, поскольку они 

проявляют абсолютную селективность в реакциях трансгликозилирования и образуют только 

один изомер. Это связано с тем, что образование нежелательного изомера становится 

невозможным из-за стерических сложностей, вызванных тем, что другие гидроксилы сахара 

связаны с аминокислотными остатками в активном центре фермента [63]. Будучи доступными, а 

также из-за стабильности, простоте в использовании и достаточного количества доступных 

субстратов, гликозидазы имеют ряд преимуществ для использования их в ферментативном 

синтезе. Поэтому ферменты этого класса (галактозидазы, глюкозидазы, ксилозидазы и другие) 

интересны для крупномасштабных синтезов соответствующих олигосахаридов [282]. 

Способность ферментов GH29 катализировать реакции трансфукозилирования (Рисунок 7) 

указывают на их потенциал для использования в синтезе фукозилированных соединений для 
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медицинских целей [10, 12, 283]. Если нуклеофил, атакующий промежуточное соединение 

гликозил-фермент, представляет собой воду, то в этом случае происходит гидролиз. Если в роли 

нуклеофила выступает отличное от воды соединение с одной и более гидроксильными группами, 

то при атаке промежуточного звена α-L-фукозил-ферментного комплекса, происходит 

трансгликозилирование. 

Рисунок 7 – Схема реакций, катализируемых α-L-фукозидазами семейства 29GH 

(адаптировано из [29]). 

 

Синтез фукозилированных молекул α-L-фукозидазами возможен только in vitro, поскольку 

условия для протекания этих реакций подразумевают насыщенные концентрации донора и 

акцептора в реакционной смеси [284]. α-L-Фукозидазы способны катализировать реакции 

трансгликозилирования с различной эффективностью, что продемонстрировано для многих 

представителей 29-го семейства CAZy, выделенных как из бактерий [12, 13, 53, 283, 285], так и 

из эукариотических организмов [27–29, 56, 85, 212, 215]. Влияние на выход продуктов 

трансгликозилирования оказывают структуры используемых доноров и акцепторов: выход 

продукта будет максимальным, если акцептор в реакции трансгликозилирования имеет высокое 

сродство к соответствующему участку связывания фермента или донор в реакции 

трансгликозилирования имеет легко отщепляемую группу при аномерном центре субстрата. 

Кроме этого, природа агликоновой части акцептора, концентрации субстратов (как донора, так и 

акцептора), температура, значение pH и время реакции прямым образом влияют на 

продуктивность реакции трансгликозилирования. Для повышения выходов продуктов реакции 

трансгликозилирования также используют методы генетической инженерии, изменяя устройство 

активного сайта фермента путем сайт-направленного мутагенеза. При исследовании свойств и 

возможностей α-L-фукозидаз катализировать трансфукозилирование с высокими выходами были 

получены мутантные формы α-L-фукозидазы из Thermotoga maritima, работающей как 

трансфукозидаза [285]. Недавно создана с помощью белковой инженерии мутантная форма 

донор α-L-фукозы 
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«обращающей» α(1→2)-фукозидазы из Bifidobacterium bifidum JCM 1254 с получением 1,2-α-L-

фукосинтазы (мутант BbAfcA N423H), которая способна специфически присоединять дисахарид 

Fucα(1→2)Gal на невосстанавливающие концы олигосахаридов Льюиса, N- и O-связанных 

гликанов и растительных ксилоглюканов [286, 287]. Белковая инженерия развивается достаточно 

стремительно и, в одной из новых работ, выполнены структурные модификации по изменению 

α-спиральной петли вблизи активного сайта α-(1→3/4)-L-фукозидазы (EC 3.2.1.111; GH29) 

BbAfcB из Bifidobacterium bifidum с образованием более эффективной трансфукозидазы [27]. 

Полученный ферментный препарат способен эффективно синтезировать фукоолигосахариды 

грудного молока. 

В работе [29] выполнен подробный анализ трансгликозилирующей способности известных 

α-фукозидаз из различных источников. При сравнении соотношения используемых 

донора/акцептора и получаемых продуктов, можно говорить о том, что в качестве основных 

доноров L-фукозы используют pNPFuc, а также метилфукозид (Fuc-OMe) и свободную α-фукозу. 

В роли акцепторов, как правило, используют либо свободные мономеры сахаров βGal, βGlc, 

βGlcNAc, либо соединения, содержащие эти мономеры: pNPβGal, pNPβGlc, pNPβGlcNAc, 

лактоза и N-ацетил-лактозамин. При этом продуктами реакции трансгликозилирования являются 

фукосахариды с разнообразными типами связи α(1→2/3/4/6) с соответствующим акцептором, а 

для некоторых реакций показано образование трисахаридов [29, 283]. Образование трисахаридов 

происходит в случае, когда изначально образовавшиеся продукты реакции 

трансгликозилирования выполняют роль акцептора при дальнейшем протекании реакции. 

Недавнее исследование трансгликозилирующей активности семи α-фукозидаз из различных 

организмов микробного происхождения (F.graminearum, Tannerella forsythia, B. bifidum, 

Clostridium perfringens, Xanthomonas campestris и T. maritima) продемонстрировало возможность 

эффективного использования в качестве донора L-фукозы природный нонасахарид: 

фукозилированный ксилоглюкан из кожуры цитрусовых [28]. Это соединение входит в состав 

клеточной стенки растений и содержит концевые α(1→2)-связанные L-фукозные остатки на 

боковых цепях. В роли акцепторной молекулы использовали молекулы лактозы. Таким образом, 

показана возможность использования микробных GН29A α-L-фукозидаз для производства 

фукозилированных олигосахаридов грудного молока нехимическими методами с 

использованием доступного для пищевой промышленности в качестве субстрата ксилоглюкана 

из кожуры цитрусовых, а в качестве акцептора – лактозы из молочной сыворотки. 

 

1.4 Создание биокатализаторов на основе иммобилизованных ферментов 
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Стратегической задачей инженерной энзимологии является разработка научных основ 

применения ферментативных катализаторов для создания новых процессов в промышленности, 

новых методов в терапии и медицинской диагностике, анализе, органическом синтезе и в других 

областях практической деятельности. Поэтому целесообразен поиск решений по возможному 

внедрению известных охарактеризованных ферментов для дальнейшего применения. Особенно 

это актуально для чистых ферментных препаратов, стоимость получения которых высока и не 

рентабельно их однократное использования в качестве биокатализаторов [57]. Иммобилизация 

ферментов часто обеспечивает многоразовое использование биокатализатора с улучшенной 

эксплуатационной стабильностью [288–290]. 

Методы иммобилизации ферментов классифицируются как необратимая иммобилизация 

(ковалентное связывание, захват и агрегация) и обратимая иммобилизация (адсорбция, ионное 

связывание, связывание по сродству и связывание с металлами) [290]. Обратимые методы 

иммобилизации приводят к вымыванию и потере фермента, что может препятствовать 

повторному использованию фермента и может быть экономически не выгодно. Однако, когда 

активность обратимо-иммобилизованного фермента уменьшается, материал носителя можно 

перезагрузить свежим ферментом. Необратимая иммобилизация может минимизировать потерю 

фермента посредством сильного связывания материала носителя и фермента, но активность 

фермента может уменьшаться из-за закрытия (преграждения) активного сайта и диффузных 

ограничений. 

Кроме того, по способу взаимодействия с белковой молекулой методы иммобилизации 

подразделяются на физические и химические. При физической иммобилизации фермент не 

связан с носителем ковалентными связями, включён в такую среду, в которой для него доступной 

является лишь ограниченная часть общего объёма. К физическим относят четыре типа 

связывания фермента: адсорбция на нерастворимых носителях; включение в поры геля; 

пространственное отделение фермента от остального объёма реакционной системы с помощью 

полупроницаемой перегородки (мембраны); включение в двухфазную среду, где фермент 

растворим и может находиться только в одной из фаз. В свою очередь, при химической 

иммобилизации путём химических взаимодействий между белком и носителем создаются 

ковалентные связи, которые обеспечивают высокую прочность образующегося конъюгата. 

Химическая иммобилизация зачастую приводит к существенным изменениям свойств 

ферментов, таких как субстратная специфичность, каталитическая активность и стабильность. 

При сопоставлении различных приёмов иммобилизации, химические методы для 

крупномасштабных процессов кажутся малопривлекательными из-за сложности и дороговизны. 

В промышленных процессах обычно используются те или иные методы физической 

иммобилизации. Тем не менее, преимуществами химической иммобилизации служит более 
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прочное связывание белковых молекул и снижение «вымывания» белка. Различные стратегии 

иммобилизации и их общие характеристики приведены на Рисунке 8. Выбор соответствующего 

метода иммобилизации и носителя может оказать значительное влияние на кинетику и общую 

эффективность фермента и, следовательно, на экономическую сторону биокаталитического 

процесса. 

Рисунок 8 – Некоторые методы иммобилизации ферментов (адаптировано из [290]). 

 

Одним из вариантов химической иммобилизации является перекрёстно-сшитые 

ферментные агрегаты (cross-linked enzyme aggregates (CLEAs)). Метод впервые был разработан в 

1960-х годах для сшивания белков, а в 1990-х годах применён к ферментам и запатентован [291]. 

Такая иммобилизация обладает рядом преимуществ, поэтому широко применяется в 

современных исследованиях. Основным сшивающим агентом выступает глутаровый альдегид. В 

современной практике используют в качестве альтернативы глутаровому альдегиду другие 

полифункциональные молекулы с более высокой молекулярной массой, поскольку они в 

меньшей степени закрывают активный центр фермента по сравнению с глутаровым альдегидом 

[291, 292]. CLEAs пока имеют ограничение по применению в пищевой промышленности, но 

достаточно перспективны для применения во многих других отраслей промышленности. 

Перспективность использования этого способа иммобилизации объясняется высокой 

производительностью катализатора. До 99% массы иммобилизованного CLEAs является 

каталитической. Кроме того, полученные биокатализаторы обладают улучшенными 

параметрами стабильности, длительное время сохраняя активность. Поэтому иммобилизация 

Ковалентное связывание Включение в гель 

Физическая адсорбция Перекрёстно-связанные 
ферментные агрегаты (CLEAs) 

Инкапсулирование 

Удержание в матрице 

Нет связывания 
Низкая ферментативная 
активность 
Не совместимо с 
крупными молекулами 
Простота создания 

Сильное связывание 
Нет потери фермента 
Риск блокирования 
активного сайта фермента 
Возможность регенерации 
Низкая эффективность 
иммобилизации 

Высокая ферментативная 
активность 
Высокая каталитическая 
плотность 
Простота приготовления 
Невозможно регенерировать 

Слабое связывание 
Высокиие потери 
фермента 
Низкая ферментативная 
активность 
Высокая эффективность 
иммобилизации для 
ионных взаимодействий 
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ферментов часто обеспечивает создание многоразовых биокатализаторов с улучшенной 

эксплуатационной стабильностью и стойкостью к растворителям [30, 31, 288–290]. 

 

1.4.1 Практическое применение иммобилизованных ферментов (О-гликозидаз) 
 

Использование методов иммобилизации и применение иммобилизованных ферментов 

особенно актуально в рутинных промышленных процессах, где применение ферментных 

препаратов требуется постоянно и в больших количествах. Так, иммобилизованные ферменты 

класса О-гликозидгидролаз (β(1→3/4)-глюканазы, β-глюкозидазы, амилазы, ксиланазы) активно 

используют в нескольких повторных циклах гидролиза различных агропромышленных и 

пищевых отходов [290, 292–294]. 

Некоторые иммобилизованные ферментные препараты бактериальных сульфатаз 

используют в прикладных целях. Например, рекомбинантная термостабильная алкилсульфатаза 

иммобилизована в форме перекрёстно-сшитых белковых агрегатов и имеет большой потенциал 

для применения в деградации додецилсульфата натрия в промышленных сточных водах [295]. 

Прикладное значение имеют не только очищенные ферменты сульфатазы, но и иммобилизация 

бактериальных клеток, например, для разрушения поверхностно-активных веществ, как показано 

для Pseudomonas C12B, имеющих сульфатазную активность [296]. 

Среди известных α-фукозидаз, имеется лишь одна работа по иммобилизации фермента: α-

фукозидаза из мицелиального гриба Aspergillus awamori иммобилизована на хитозане в качестве 

носителя и проявляла активнось в гидролизе фукоидана [40]. 

Поскольку для некоторых О-гликозидаз характерен механизм переноса гликозидов на 

другие молекулы, то, безусловно, интерес к использованию иммобилизованных 

биокатализаторов в реакциях трансгликозилирования велик и является альтернативой или может 

служить вспомогающим методом для генетической инженерии. Несмотря на перспективность 

использования таких биокатализаторов, в научной литературе имеется ограниченное количество 

публикаций по этой теме. Среди гликозидаз синтез гликоолигосахаридов иммобилизованными 

ферментами показан для нескольких β-галактозидаз из бактериальных организмов [57–61]. 

 

1.5 Заключение 
 

В обзоре литературы проведен анализ современных представлений о поиске и идентификации 

продуцентов для получения нужных ферментных препаратов, а также оценена степень 

изученности биохимических особенностей ферментов α-L-фукозидаз и сульфатаз из различных 

источников и пути их применения для решения биохимических задач.  



56 
 

ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

2.1 Реагенты и материалы 
 

Неорганические соли производства Sigma-Aldrich (США), Acros Organics (Бельгия) или 

Реахим (Россия). Неорганические кислоты, органические растворители производства Реахим или 

Вектон (Россия). Все реактивы отечественного производства имели квалификацию «хч» и «осч», 

реактивы зарубежного производства – “biotechnology grade” и “ultra pure grade”. Акриламид, бис-

акриламид, глицин, трис(гидроксиметил)аминометан, глицерин, β-меркаптоэтанол, 

дитиотреитол (ДТТ), N,N,N΄,N΄-тетраметилен-этилендиамин (ТЕМЕД), персульфат аммония 

(ПСА), толуидиновый синий, глицин, этилендиаминтетраацетат натрия (ЭДТА Na), 

фенилметансульфонилфторид (ФМСФ), никотинамидадениндинуклеотид (НАД+) — 

коммерческие препараты фирмы Sigma-Aldrich (США). Красители Кумасси G250 и R250 

приобретены в фирме (LKB Bromma, Франция). Глутаровый альдегид приобретен в фирме 

AppliChem GmbH (Германия). Пищевой желатин производства «Проммикс» (Россия). 

Механически измельчённые бурые водоросли L. digitata приобретены в компании «Верина» 

(Россия), смесь водорослей L. digitata и F. vesiculosis – в компании «Исцеление» (Россия). 

Компоненты для питательных сред, пептон, дрожжевой экстракт (Difco, США). 

Носители для ионообменной хроматографии ДЭАЭ-Sephadex А50 (Pharmacia FineChem, 

Швеция) и гель-фильтрации Sephacryl S200, Sephadex G200 приобретены в компании Sigma-

Aldrich (США). 

Колонки для ВЭЖХ: BioSuite Q 10мм AXC (7,5 × 75 мм, Waters, Япония), TSKgel Phenyl-

5PW (TOSOH Bioscience, США), MonoQ FPLC (22 × 100 мм), Resolve C18 (90 Å, 5 мкм, 3,9 × 300 

мм, Waters, Ирландия). 

L-фукоза, D-ксилоза, D-глюкоза, D-галактоза, N-ацетил-D-глюкозамин, 6-O-α-L-Fuc-N,N΄-

диацетил-хитобиоза, картофельный крахмал, целлюлоза Avicel PH-101, ламинарин из L. digitata, 

β-глюкан, ксилан из бука приобретены в Sigma-Aldrich (США); 1-деоксифуконоджиримицин HСl 

– Carbosynth Ltd. (США). 

Субстраты п-нитрофенил N-ацетил β-D-глюкопиранозид (pNPNAcβGlc), п-нитрофенил N-

ацетил α-D-глюкопиранозид (pNPNAcαGlc) приобретены в фирме AppliChem GmbH (Германия); 

субстраты п-нитрофенил α-L-фукопиранозид (pNPFuc), п-нитрофенил α-D-галактопиранозид 

(pNPαGal), п-нитрофенил N-ацетил-α-D-галактопиранозид (pNPNAcαGal) синтезированы из 

соответствующих моносахаридов с использованием метода, описанного для α-гликозидов [297] 

в ЛЭ ОМРБ. Субстраты п-нитрофенил β-L-фукопиранозид (pNPβFuc) и п-нитрофенил β-D-

галактопиранозид (pNPβGal) синтезированы согласно методике [298] в ЛЭ ОМРБ; п-нитрофенил 
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сульфат натрия (pNPS), хлоро-нитрофенил-βGal-6SO3Na, п-нитрофенил-βGal-6SO3-триэтиламин, 

п-нитрофенил-βXylSO3-триэтиламин синтезированы в ЛЭ ОМРБ по методике [299]; N-

ацетилглюкозамин-6-О-сульфат и п-нитрофенил фосфат ди(2-амино-2-этил-1,3-пропандиол) 

соль (pNPP) приобретены в компании Sigma-Aldrich (США). Фукобиозиды L-Fuc-α-(1→2)-L-Fuc-

α-OPr, L-Fuc-α-(1→3)-L-α-OPr и L-Fuc-α-(1→4)-L-Fuc-α-OPr, пропилфукозид Fuc-α-OPr [300], D-

Gal-β-(1→4)-L-Fuc-α-(1→3)-β-D-GlcNAc-OMe (LeX) [301] и L-Fuc-α-(1→2)-D-Gal-β-(1→4)-β-D-

GlcNAc-OMe (антиген группы крови H типа II, Led) [302] любезно предоставлены профессором, 

чл.-корр. Нифантьевым Н.Э. и с.н.с. Устюжаниной Н.Е. (лаборатория химии гликоконъюгатов, 

Институт органической химии им. Н.Д. Зелинского РАН). Фукосахарид L-Fuc-α-(1→4)-D-

GlcNAc-PAA любезно предоставлен профессором Бовиным Н.В. (лаборатория углеводов, 

Институт биоорганической химии им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН). 

Стандартные белки: бычий сывороточный альбумин (БСА), алкогольдегидрогеназа из 

Saccharomyces cerevisiae, овальбумин, цитохром С (Sigma-Aldrich, США); β-ксилозидаза [303] и 

α-галактозидаза [304] из Trichoderma reesei из коллекции лаборатории энзимологии ОМРБ 

ПИЯФ НИЦ «КИ». Набор стандартных белков для ПААГ-электрофореза «Perfect ProteinTM 

Electrophoresis Marker» 10-150 кДа фирмы «Merk Millipore» (Германия). Комбинация ферментов 

для гидролиза фукоидана: β-глюкозидаза из Scytalidium candidum 3C [305], β-галактозидаза из 

Penicillium sp. [306], β-маннозидаза из Trichoderma reesei [307], β-ксилозидаза из Aspergillus 

awamori [308] из коллекции лаборатории энзимологии ОМРБ ПИЯФ НИЦ «КИ». 

 

2.2 Микроорганизмы и условия их культивирования 
 

В работе использовали 20 штаммов мицелиальных грибов рода Fusarium. Штамм F. 

proliferatum LE1 был выделен с поверхности 1% (вес/об.) раствора фукоидана, полученного из 

бурых водорослей Laminaria digitata/Fucus vesiculosus по методике [309]. Штаммы F. culmorum 

ПИЯФ и F2 были взяты из коллекции лаборатории энзимологии ОМРБ ПИЯФ. Штаммы F. 

proliferatum (Matsush.) Nirenberg # 58510, 58524, 81601, 58471 и F. verticillioides (Sacc.) # 58526, 

3621 и 3622 любезно предоставлены сотрудниками лаборатории микологии и фитопатологии 

Всероссийского института защиты растений (ВИЗР, Санкт-Петербург – Пушкин). 

 

2.2.1 Среды для скрининга активностей гликозидаз у штамма F. proliferatum LE1 
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Для первичного скрининга фермента α-L-фукозидазы, штаммы мицелиальных грибов 

выращивали на минимальной среде Чапека без глюкозы (г/л дистиллированной воды): NaNO3 – 

2, KH2PO4 – 1, MgSO4– 0,5, KCl – 0,5, агар–агар – 15. В качестве источника углерода на 

поверхность разлитой по чашкам Петри (15 мл) и охлажденной до комнатной температуры 

агаризованной среды добавляли 200 мкл 7 мМ раствора pNPFuc и растирали 

микробиологическим шпателем по поверхности до полного высыхания. Для скрининга 

активности сульфатазы, к минимальной среде Чапека добавляли сахарозу (15 г/л). В качестве 

хромогенного субстрата на поверхность охлажденной среды наносили 200 мкл 8,9 мМ п-

нитрофенилсульфат натрия (pNPS). Кусочек мицелия каждого из используемых в работе 

штаммов рода Fusarium помещали на среду Чапека и инкубировали при 28 °C в течение 5 дней. 

Для исследования условий секреции ферментов альфа-L-фукозидазы и сульфатазы 

штаммом F. proliferatum LE1, культивирование культуры проводили на питательных средах 

различного состава, г/100 мл искусственной морской воды: среда A – измельчённые бурые 

водоросли L. digitata, 2; отруби, 1, pH 7.5; среда B: среда A + пептон, 0.5; среда C: среда B, pH 

5.0; среда D: измельченные бурые водоросли L. digitata, 2, пептон 1, pH 7.5; среда E: 

измельченные бурые водоросли L. digitata, 2, дрожжевой экстракт, 0.5, pH 7.5; среда F: смесь 

измельченных бурых водорослей L. digitata/F. vesiculosis, 2, пептон, 0.5, отруби, 1, pH 5.0. 

Культивирование проводили в колбах Эрленмеера (объемом 400 мл), содержащих 100 мл 

соответствующей среды при температуре 28°C на качалке со скоростью вращения 125 об/мин в 

течение 10 суток. Искусственная морская вода приготовлена в соответствии с протоколом, 

описанным на веб-сайте Коллекции водорослей и протозойных культур (http://www.ccap.ac.uk). 

Для выделения сульфатазы из F. proliferatum LE1, штамм в течение трёх суток 

культивировали при температуре 28°C на шейкере со скоростью вращения 125 об/мин на среде 

G, содержащей следующие компоненты, г/л искусственной морской воды: дрожжевой экстракт 

— 5; пептон — 5; глюкоза — 5; рН 7,4. 

Для индукции и последующего выделения α-L-фукозидазы из мицелиального гриба F. 

proliferatum LE1, штамм выращивали на среде, содержащей, г/л дистиллированной воды: 

дрожжевой экстракт — 5; пептон — 5; NaCl – 5; глюкоза — 5; рН 7,4, в течение 2 дней при 28°C 

на шейкере. Затем клетки стерильно центрифугировали, дважды отмывали раствором 20 мM 

Трис-HCl буфера, pH 7,4 и переносили в раствор 0,2%-го (вес / об.) раствора L-фукозы в том же 

буфере (среда Н) для дальнейшего культивирования при описанных выше условиях в течение 24 

часов. Финальная концентрация клеток составляла 40-50 мг (мокрого осадка) на мл среды с L-

фукозой. 
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2.3 Аналитические и физико-химические методы исследования 
 

2.3.1 Определение концентрации белка 
 

Концентрацию белка в растворах определяли по методу Брэдфорд [310]. В качестве 

стандарта для построения калибровочных кривых использовали бычий сывороточный альбумин. 

Концентрацию чистого ферментного препарата α-L-фукозидазы определяли по поглощению при 

280 нм. 

 

2.3.2 Определение молекулярной массы и чистоты исследуемых ферментов 

 

Электрофорез белков в полиакриламидном геле. Чистоту и молекулярную массу 

исследуемых ферментов в денатурирующих условиях устанавливали с использованием 

электрофореза в 10%-ном ПААГ в присутствии ДСН по методу Лэммли [311]. В качестве 

стандартных белков использовали коммерческий набор Perfect Protein™ Electrophoresis Marker 

(Merck Millipore, Германия) с молекулярными массами 15 – 150 кДа. 

Определение молекулярной массы белков в нативных условиях. Молекулярную массу 

нативных ферментов определяли с помощью гель-фильтрации на колонке Sephacryl S200 (0,5 × 

700 мм), уравновешенной 20 мМ натрий ацетатным буфером, рН 5,5, содержащим 50 мМ NaCl 

(для α-L-фукозидазы) или 20 мМ калий фосфат-цитратным буфером, рН 6,5, содержащим 50 мМ 

NaCl (для сульфатазы). В качестве стандартов использовали белки с известной молекулярной 

массой: алкогольдегидрогеназу из Saccharomyces cerevisiae (150 кДа), β-ксилозидазу (95 кДа) и 

α-галактозидазу (54 кДа) из Trichoderma reesei, овальбумин куриного яйца (47 кДа), цитохром С 

(12,3 кДа). 

Определение изоэлектрической точки. Изоэлектрическую точку для ферментного 

препарата α-L-фукозидазы из F. proliferatum LE1 определяли с помощью двумерного гель-

электрофореза (2DE) по методике, описанной в работе [312]. 

 

2.4 Выделение ферментов 
 

2.4.1 Выделение и очистка НАД+ - зависимой альфа-L-фукоздегидрогеназы 
 

Грубый ферментный препарат НАД+–зависимой α-L-фукоздегидрогеназы получали из 

свежей свиной печени и осаждали сульфатом аммония согласно процедуре, описанной в работе 
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[313]. Осадок отделяли центрифугированием, диализовали против 5 мМ натрий фосфатного 

буфера, рН 7,4 и наносили на колонку ДЭАЭ-Sephadex A50, уравновешенную тем же буфером. 

Элюирование проводили линейным градиентом NaCl 0 — 0,3 М в 5 мМ натрий фосфатном 

буфере, рН 7,4. Активные фракции наносили на колонку с гидрофобным сорбентом Phenyl 

Sepharose (20 × 110 мм), уравновешенную 1,5М сульфатом аммония в растворе 0,02 М Трис-HCl, 

рН 7,4. Элюирование вели линейным градиентом 1,5 — 0 М раствора сульфата аммония в 20 мМ 

Трис-HCl буфере, рН 7,4. Фракции с активностью НАД+–зависимой α-L-фукоздегидрогеназы 

наносили на колонку Sephacryl S-200 (25 × 700 мм), уравновешенную 0,02 М Трис-HCl буфером, 

рН 7,4, содержащим 50 мМ NaCl. Полученный ферментный препарат концентрировали с 

использованием мембран Microcon 30000 MWCO (Millipore Corporation, США) и хранили при 

4˚С. 

 

2.4.2 Выделение и очистка сульфатазы из мицелиального гриба F. proliferatum LE1 
 

Все стадии выделения фермента проводили при 4 °С. На третьи сутки роста культуры на 

среде G (п. 2.2.1) клеточную биомассу отделяли центрифугированием (9000 g × 60 мин). К 

клеткам добавляли 3 объема (от объема клеток) 20 мМ фосфат-цитратного буфера, рН 6,1 (буфер 

А) для получения суспензии клеток и разрушали клетки под давлением в гомогенизаторе 

(EmulsinFlex-CB, Avestin, Канада). Гомогенат центрифугировали (9000 g × 60 мин), полученный 

супернатант осаждали до 40 % степени насыщения сульфатом аммония. Сформировавшийся 

осадок отбрасывали, а к оставшемуся клеточному экстракту добавляли сульфат аммония до 

степени насыщения 80%. Осадок отделяли центрифугированием (6000 g × 30 мин), диализовали 

против буфера А и наносили на колонку ДЭАЭ-Sephadex A50 (20 × 300 мм), уравновешенную 

тем же буфером. Фракции, содержащие сульфатазную активность, элюировали линейным 

градиентом 0 – 1 М раствора NaCl в буфере А, объединяли и вновь диализовали против буфера 

А. Ферментный препарат наносили на колонку с анионообменным сорбентом MonoQ FPLC, 

уравновешенную буфером А. Элюирование проводили линейным градиентом 0 – 1 М NaCl в 

буфере А в течение 30 мин при скорости потока 1,0 мл / мин. Активные фракции собирали, 

растворяли в равном объеме 2,5 M (NH4)2SO4 в буфере А и наносили на колонку TSKgel Phenyl-

5PW (TOSOH Bioscience, США), уравновешенную 1,25 M (NH4)2SO4 в буфере А. Хроматографию 

проводили с использованием линейного градиента 1,25 – 0 M (NH4)2SO4 в буфере А в течение 30 

мин при скорости потока 1,0 мл/мин. Фракции, проявляющие сульфатазную активность, 

наносили на колонку для гель-проникающей хроматографии Sephadex G-200 (7 × 100 мм), 

уравновешенную буфером А, содержащим 50 мM NaCl. Элюирование проводили рабочим 

буфером со скоростью 0,2 мл/мин. Полученный ферментный препарат концентрировали с 
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использованием мембран Microcon 30000 MWCO (Millipore Corporation, США) и хранили при 4 

˚С. 

 

2.4.3 Выделение и очистка α-L-фукозидазы из мицелиального гриба F. proliferatum LE1 
 

Все стадии выделения фермента выполняли при температуре 4°С. После индукции на среде 

Н (описано в п. 2.2.2) клетки отделяли от культуральной жидкости центрифугированием (6000 g 

× 40 мин). Супернатант диализовали против 0,01 M калий-фосфатного буфера, pH 6,5 (буфер Б) 

и наносили на колонку ДЭАЭ-Sephadex A50 (20 × 300 мм), уравновешенную тем же буфером. 

Элюирование проводили линейным градиентом 0,01 – 0,5 M раствора калий фосфатного буфера, 

pH 6,5. Фракции, содержащие α-L-фукозидазную активность, объединяли и диализовали против 

буфера Б. Ферментный препарат наносили на колонку с анионообменным сорбентом BioSuite 

Q10 AXC (7,5 × 75 мм, Waters, Япония), уравновешенную буфером Б. Элюировали линейным 

градиентом 0,01 – 0,5 М калий фосфатного буфера, pH 6.5 в течение 30 мин при скорости потока 

1,0 мл/мин. Фракции, проявляющие α-фукозидазную активность, объединяли и наносили на 

колонку для гель-фильтрации Sephacryl S-200 (25 × 700 мм), уравновешенную 20 мM натрий-

ацетатным буфером, pH 5.5, содержащим 50 мM NaCl (буфер В). Элюирование вели в буфере В. 

Фракции, обладавшие α-фукозидазной активностью, растворяли в 1,5 M (NH4)2SO4 и наносили 

на колонку TSKgel Phenyl-5PW (TOSOH Bioscience, США), уравновешенную 1,5 M (NH4)2SO4 в 

буфере В. Колонку промывали буфером с последующим элюированием связавшегося белка 

линейным градиентом 1,5 – 0 M (NH4)2SO4 в буфере В в течение 30 мин при скорости потока 1,0 

мл/мин. Собранные фракции с α-L-фукозидазной активностью диализовали против буфера В, 

концентрировали ультрафильтрацией с использованием мембран Microcon 30000 MWCO 

(Millipore Corporation, США). Белок хранили при 4°С для дальнейшего использования. 

 

2.5 Иммобилизация α-L-фукозидазы из мицелиального гриба F. proliferatum LE1 
 

Иммобилизацию α-L-фукозидазы осуществляли с использованием метода [314] с 

некоторыми модификациями. 0,5 г пищевого желатина растворяли в 5 мл 0,05 М натрий 

ацетатного буфера, pH 5,2, нагревали смесь до полного растворения желатина, а затем охлаждали 

до 37 °С. К 2 мл приготовленного 10%-го (вес/об.) раствора желатина добавляли 200 мкл 

очищенного ферментного препарата α-L-фукозидазы (0,3 ед. акт.) и тщательно перемешивали. 

Смесь немедленно переносили в чашку Петри и выдерживали при 4 °С в течение 1 часа. После 

этого, на поверхность застывшего желатина наливали 4 мл 12,5% (об. / об.) раствора глутарового 

альдегида и выдерживали при 4 °С в течение 1 часа. Оставшийся над поверхностью пластины 



62 
 
желатина раствор глутарового альдегида удаляли и трижды промывали иммобилизованный в 

желатине фермент 0,05 М натрий ацетатным буфером, рН 5,2. Иммобилизованный фермент 

хранили при 4 °С в 0,05 М натрий ацетатном буфере, рН 5,2. 

 

2.6 Определение активности ферментов 
 

Для определения активностей гликозидгидролаз штамма F. proliferatum LE1, аликвоты 

культуральной жидкости отбирали на 5-е сутки роста на среде F и центрифугировали при 9000 g 

в течение 20 мин. Активность экзо-гликозидаз определяли с использованием хромогенных 

субстратов. Стандартную реакционную смесь, содержащую 100 мкл культуральной жидкости, 20 

мкл раствора (2 мг/л) соответствующего п-нитрофенилгликозида (pNPαGal, pNPαGlc, 

pNPαDMan, oNPβGlc, pNPβLFuc, pNPβ-целлобиозид, pNPβXyl, pNPβGal, pNPNAcβDGlc, 

pNPFuc) и 20 мкл 0,5 М натрий фосфатного буфера, рН 6,5, инкубировали при 37 °С в течение 90 

мин. Реакцию останавливали добавлением 10% (вес / об.) раствора Na2CO3. Поглощение 

освободившегося п-нитрофенола измеряли спектрофотометрически при 400 нм на 

спектрофотометре JascoV-560 UV/Vis (Jasco, Analytical Instruments, Япония) относительно 

соответствующих контролей. Концентрацию освободившегося хромофора определяли, 

используя коэффициент экстинкции 18300 М-1 см-1 для иона pNP. За единицу активности 

принимали количество фермента, которое катализировало гидролиз 1 мкмоль п-

нитрофенилгликозида за 1 минуту в условиях определения. Удельную активность была 

определена как число единиц активности фермента на 1 мл ферментного препарата. 

Активность эндо-гликозидгидролаз штамма F. proliferatum LE1 определяли с 

использованием качестве субстратов следующие полисахариды: картофельный крахмал, 

целлюлозу Avicel PH-101, ламинарин из L. digitata, β-глюкан, ксилан из бука и фукоидан из L. 

digitata. Аликвоту культуральной жидкости предварительно диализовали против 20 мМ натрий 

ацетатного буфера, рН 5,5. Реакционную смесь, содержащую 100 мкл культуральной жидкости 

и 100 мкл соответствующего раствора субстрата (10 мг/мл), инкубировали в течение 16 часов при 

37 °С. Количество восстанавливающих сахаров, образующихся при гидролизе соответствующих 

полисахаридов, определяли методом Сомоджи-Нельсона [315]. За единицу активности эндо-

гликозидгидролазы принимали количество фермента, способного высвобождать 1 мкмоль 

восстанавливающих сахаров (в пересчете на глюкозу) в описанных условиях. Удельная 

активность эндо-гликозидаз была определена как как число единиц активности фермента на 1 мл 

ферментного препарата. 
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Для исследования динамики секреции в культуральную среду ферментов α-L-фукозидазы и 

сульфатазы исследуемым штаммом на средах A-F, осуществляли отбор проб (5 мл) в течение 10 

дней роста культуры. Культуральную жидкость центрифугировали при 9000g в течение 20 мин. 

Реакционная смесь содержала 100 мкл супернатанта, 50 мкл 0,5 М калий фосфатного буфера, рН 

6,5 и 20 мкл 10 мМ pNPFuc или pNPS, соответственно. Время инкубации 16 часов при 37 °С. 

Активность ферментов в гидролизе хромофорных субстратов была определена как описано 

выше. 

Определение активности сульфатазы в культуральной жидкости, а также внутри клеток 

осуществляли при росте штамма F. proliferatum LE1 на среде F. Аликвоты культуральной 

жидкости (5 мл) с клетками отбирали ежедневно в течение 10 дней, центрифугировали при 9000 

g в течение 20 мин. Клетки промывали трижды 10-15 мл раствором 20 мМ Tрис-HCl, pH 7,4, 

механически растирали в жидком азоте до гомогенной суспензии и центрифугировали. 

Реакционная смесь содержала 70 мкл культуральной жидкости или клеточного экстракта, 30 мкл 

1М Трис-HCl, pH 7,4 и 10 мкл pNPS (10 мМ). Инкубирование проводили в течение 120 мин при 

37 °С. Активность сульфатазы в гидролизе хромофорного субстрата была определена как 

описано выше. Удельную активность фермента рассчитывали как число единиц активности 

фермента на 1 мг белка. 

Реакционная смесь (50 мкл) для определения активности сульфатазы в процессе очистки 

фермента после роста на среде G содержала 4 мМ pNPS в буфере 0,1 М Трис-HCl, рН 7,4. 

Реакцию инкубировали в течение 20 мин при 40 °С. Удельную активность фермента определяли 

как число единиц активности фермента на 1 мг белка. 

Активность α-L-фукозидазы из F. proliferatum LE1 определяли в реакционной смеси (80 

мкл), содержащей 3,5 мМ pNPFuc в буфере В. Инкубирование проводили в течение 20 мин при 

37 °С. Удельная активность фермента была определена как число единиц активности фермента 

на 1 мг белка. Активность α-L-фукозидазы в гидролизе различных фукоолигосахаридов без 

хромофорной группы (пропил-фукозид, фукобиозиды с различными типами связи, Leх, Led, L-

Fuc-α-(1→4)-D-GlcNAc-PAA и 6-диацетил фукохитобиоза) измеряли с использованием НАД+–

зависимой α-L-фукоздегидрогеназы согласно методике [316]. Измерение образовавшегося НАДН 

определяли спектрофотометрически при длине волны 340 нм. Для построения калибровочной 

зависимости использовали свободную L-фукозу в пределах 0,01-0,10 мкмоль. 

Для определения активности иммобилизованной α-L-фукозидазы, пластину желатина, 

содержащую фермент, разрезали при помощи скальпеля на фрагменты размером 2 мм3 

(иммобилизованный биокатализатор, ИБ). Реакционная смесь (80 мкл) содержала 3,5 мМ pNPFuc 

в 50 мМ натрий-ацетатном буфере, рН 5,2 и ИБ. Реакцию инкубировали в течение 20 мин при 37 

°С. Активность иммобилизованной фукозидазы оценивали как описано выше для гликозидаз в 
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гидролизе хромофорных субстратов. Для учёта относительной погрешности размера фрагментов 

ИБ для нескольких параллельных экспериментов вводили поправочный коэффициент. 

Выход иммобилизации α-L-фукозидазы определяли по формуле (1): 
 

 

Выход иммобилизации = 
Асвяз – Асвоб 

×100% 

 

 

 

(1), 
Аобщ 

где Асвяз – активность иммобилизованного фермента; Асвоб – активность не связавшегося 

фермента, определённая в отобранном с поверхности растворе глутарового альдегида и буфере 

после промывки; Аобщ – общая активность α-фукозидазы, взятая для иммобилизации. 

Активность иммобилизации была определена как отношение остаточной активности 

иммобилизованного фермента Асвяз к начальной активности α-фукозидазы, взятой для 

иммобилизации Аобщ. 

Активность НАД+–зависимой альфа-L-фукоздегидрогеназы определяли по методу 

[316]. 

 

2.7 Масс-спектральный анализ пептидов 
 

Масс-спектрометрический анализ пептидов выполнен сотрудниками лаборатории 

системной биологии Института биомедицинской химии им. В.Н. Ореховича (д.б.н. Нарыжный 

С.Н. и д.б.н. Згода В.Г.). 

 

2.8 Определение физико-химических свойств ферментов 
 

2.8.1 Определение рН оптимума ферментов 
 

Реакционную смесь (80 мкл), содержащую 10 мкл раствора фермента (0,01 ед. FpFucA или 

0,05 ед. FpC), 50 мкл 0,2 М Na-фосфат-цитратного буфера со значениями рН (3,0 – 7,2), 0,2 М Na-

фосфатного буфера, рН (6,5 – 8,0) или 0,25 М Трис-НСl буфера со значениями рН (6,0 – 9,0) и 20 

мкл соответствующего субстрата (3,5 мМ pNPFuc для FpFucA или 4 мМ pNPS для FpC), 

инкубировали 20 минут при 37 °С. Для иммобилизованной FpFucA использовали один фрагмент 

ферментного препарата (0,01 ед.). Активность ферментов определяли спектрофотометрически 

как описано ранее. Полученные значения пересчитывали в относительные единицы, принимая за 

100% максимальное значение. 

 

2.8.2 Определение рН стабильности ферментов 
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Зависимость стабильности ферментов от значения кислотности среды определяли после 

предварительного инкубирования 10 мкл фермента (0,01 ед. FpFucA или 0,05 ед. FpC) с 20 мкл 

0,2 М Na-фосфат-цитратного буфера со значениями рН (3,0 – 7,2), 0,2 М Na-фосфатного буфера, 

рН (6,5 – 8,0) или 0,25 М Трис-НСl буфера со значениями рН (6,0 – 9,0) в течение 16 часов при 

37 °С. Затем к инкубационной смеси добавляли 30 мкл 0,5 М ацетата натрия, рН 5,5 (для FpFucA) 

или 0,5М Трис-HCl буфера, рН 7,1 (для FpC) и 20 мкл соответствующего субстрата (pNPFuc или 

pNPS) и инкубировали при 37 °С в течение 20 мин. Остаточную активность определяли как 

описано ранее. 

 

2.8.3 Определение температурного оптимума ферментов 

 

Температурную зависимость активности ферментов α-L-фукозидазы и сульфатазы 

определяли путем измерения активности белка в течение 20 минут в диапазоне температур 10 - 

90 °C в растворе 20 мМ натрий-ацетатного буфера, рН 5,5 для FpFucA или в растворах 0,1 М 

Трис-НCl, рН 7,1, содержащий 0,2М NaCl или 0,2М фосфат-цитратный буфер, рН 6,1 для FpC, 

используя в качестве субстратов pNPFuc или pNPS, соответственно. 

 

2.8.4 Определение температурной стабильности ферментов 
 

Температурную стабильность ферментов α-L-фукозидазы и сульфатазы определяли 

посредством измерения остаточной активности в стандартных условиях после инкубации пробы 

белка в течение 20 минут в диапазоне температур 10 – 80 °C и последующим быстрым 

охлаждением. 

 

2.8.5 Определение влияния ионов металлов 
 

Влияние ионов металлов на ферментативную активность определяли после 

предварительного инкубирования раствора фермента FpFucA с растворами 2 мМ Hg 2+, Cu 2+, Mg 
2+, Mn 2+, Ca 2+, Zn2+, Fe 2+ и ЭДТА в 20 мМ натрий-ацетатном буфере, рН 5,5 в течение 5 мин с 

последующим стандартным измерением активности фермента. 
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2.9 Определение кинетических характеристик и констант ингибирования реакций 

гидролиза, катализируемых ферментами 
 

Кинетические параметры реакций гидролиза, катализируемых ферментами (константы 

Михаэлиса (KM) и каталитические константы скоростей реакций гидролиза (kкат)) каждого из 

субстратов определяли методом начальных скоростей с последующей обработкой данных с 

помощью нелинейного регрессионного анализа уравнения Михаэлиса-Ментен. 

α-L-Фукозидаза из F. proliferatum LE1. Реакцию гидролиза хромофорного субстрата pNPFuc 

проводили в 20 мМ натрий-ацетатном буфере (pH 5,5), содержащего1 мг/мл БСА, в диапазоне 

концентраций субстрата 0,4 – 10,5 мМ и 0,01 ед. FpFucA при температуре 37 °С. Начальные 

скорости гидролиза pNPFuc определяли спектрофотометрически, регистрируя освободившийся 

п-нитрофенол при длине волны 400 нм с использованием спектрофотометра JascoV-560 UV/Vis 

(Jasco, Япония), оснащенного циркулирующей водяной баней. Константа Михаэлиса и 

каталитическую константу kкат рассчитывали из графиков Лайнуивера-Берка. 

Константы конкурентного ингибирования (KI) в реакции гидролиза pNPFuc определяли в 

диапазоне концентраций ингибитора 0,2 – 0,6 мМ для L-фукозы и 10 – 70 нМ для 1-

дезоксифукоджиримицина. Определение активности проводили спектрофотометрически, также 

как описано для определения KM. Ингибирующее действие Триса на активность FpFucA 

оценивали в кинетических экспериментах с pNPFuc как описано ранее. В качестве контрольного 

буфера использовали 50 мМ калий фосфатный буфер, рН 7,4 или 20 мМ и 50 мМ Трис-HCl-

буфера, рН 7,4. Для компенсации влияния ионной силы на фермент к растворам Триса и 

фосфатного буфера добавляли раствор 0,1 М NaCl. 

Кинетические параметры реакции гидролиза пропилфукозида и фукобиозидов определяли, 

рассматривая их как конкурентные субстраты при гидролизе хромогенного субстрата pNPFuc. 

Конкурентный тип ингибирования определяли путем анализа кинетических кривых как функции 

от концентрации ингибитора. Константы конкурентного ингибирования (KI) для L-Fuc-α-OPr и 

фукобиозидов (L-Fuc-α-(1→2)–L-Fuc-α-OPr, L-Fuc-α-(1→3)–L-Fuc-α-OPr и L-Fuc-α-(1→4)–L-Fuc-

α-OPr) оценивали, используя следующие концентрации ингибиторов: 1-6 мМ (L-Fuc-α-OPr); 0,5-

5 мМ (L-Fuc-α-(1→2)–L-Fuc-α-OPr); 2-10 мМ (L-Fuc-α-(1→3)–L-Fuc-α-OPr); 0,6-3 мМ (L-Fuc-α-

(1→4)–L-Fuc-α-OPr). Экспериментальные данные обрабатывали с помощью нелинейного 

регрессионного анализа уравнения Михаэлиса-Ментен. Обработка данных и построение 

графиков выполнены с использованием программы Origin 8.0 (OriginLab Corp.). 

Соответствующие контроли были учтены для компенсации поглощающей способности 

растворов субстратов и/или других используемых соединений. 
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Значение константы ингибирования KI рассчитывали для различных концентраций 

ингибитора по уравнению: 

 

    KM [I]  
v0    

1 = KM  
KI (2), 

vi   KM + S0  

где v0 – скорость реакции без ингибитора; v0 – скорость реакции с ингибитором; KM – 

константа Михаэлиса-Ментен; S0 – начальная концентрация субстрата; KI – константа 

конкурентного ингибирования; [I] – концентрация конкурентного ингибитора. 

Для каждого ингибитора кажущиеся константы Михаэлиса KМ
каж и число оборотов kкат 

были рассчитаны из графиков Лайнуивера-Берка и константы KI были получены с 

использованием линейной регрессии зависимости KМ
каж от концентрации ингибитора [I] [317]. 

Относительные скорости гидролиза фукобиозидов, L-Fuc-α-OРr и фукозосодержащих 

субстратов (D-Gal-β-(1→4)–L-Fuc-α-(1→3)–β-D-GlcNAc-OМe (Leх), L-Fuc-α-(1→2)–D-Gal-β-

(1→4)–β-D-GlcNAc-OМe (Led), L-Fuc-α-(1→4)–D-GlcNAc-PAA и D-GlcNAc-β-(1→4)–L-Fuc-α-

(1→6)–D-GlcNAc) оценивали по высвобождению L-фукозы, которое определяли с 

использованием НАД+-зависимой фукоздегидрогеназы по методике, описанной в работе [316]. 

Реакционную смесь (10 мкл), содержащую 0,375 ед. FpFucA и соответствующий 

фукозосодержащий субстрат, инкубировали в течение 17 часов при 37 °С в 20 мМ натрий-

ацетатном буфере, рН 5,5, содержащем 50 мМ NaCl. Реакционную смесь с Led-сахаридом 

инкубировали в течение 2 часов при этих условиях. Концентрации субстратов были 

следующими: 4,9 мМ (L-Fuc-α-(1→2)–L-Fuc-α-OРr, 10,2 мМ L-Fuc-α-(1→3)–L-Fuc-α-OРr, 2,4 мМ 

L-Fuc-α-(1→4)–L-Fuc-α-OPr), 24 мМ L-Fuc-α-OPr и 9 мM Lex, Led, L-Fuc-α-(1→4)–D-GlcNAc-PAA 

и 6-О-α-L-Fuc-N,N'-диацетилхитобиоза. Концентрацию свободной L-фукозы определяли по 

калибровочной кривой в диапазоне концентрации от 0,01 до 0,1 мМ. 

Сульфатаза из F. proliferatum LE1. Кинетические параметры реакций гидролиза, 

катализируемые сульфатазой FpC, определяли в 20 мМ Трис-НСl буфере, рН 7,1 при 40 °С с 

использованием pNPS в качестве субстрата в диапазоне концентраций 0,17 – 15,5 мМ. Значение 

KМ определяли методом начальных скоростей с последующей обработкой экспериментальных 

данных с помощью нелинейного регрессионного анализа уравнения Михаэлиса-Ментен. 

Обработка данных и построение графиков выполнены с использованием программы Origin 8.0. 

Влияние ионной силы на активность FpC измеряли в 0,1мМ Трис-HCl буфере, рН 7,1 и 30–

630 мM NaCl при стандартных условиях. Влияние 10 мМ дитиотреитола (ДТТ), 10 мМ ЭДТА и 

10 мМ фенилметилсульфофлюорида (ФМСФ) определяли после предварительного 

инкубирования FpC в течение 5 мин и последующего измерения активности как описано ранее. 
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Ингибирующий эффект неорганического сульфата определяли путем добавления Na2SO4 к 

реакционной смеси в диапазоне концентраций 5 – 90 мМ в гидролизе pNPS и стандартного 

измерения гидролитической активности фермента FpC. Для компенсации любого фонового 

поглощения субстратом или другими используемыми соединениями были учтены 

соответствующие контроли. 

 

2.10 Определение стереохимии ферментативного гидролиза α-L-фукозидазы 

методом 1Н ЯМР спектроскопии 
 

Стереохимию реакции гидролиза, катализируемой FpFucA, определяли с использованием 

спектрометра Varian NMR 700 МГц. Ампулу, содержащую 7 мМ pNPFuc, растворенного в 600 

мкл 20 мМ натрий-ацетатного буфера, сделанного на основе D2O, pH 5,5 (без коррекции D2O), 

помещали в спектрометр и прогревали до 37 °С в течение 20 мин, в результате чего были 

оптимизированы однородность магнитного поля и подавление сигнала растворителя. 

Импульсная последовательность с блоком подавления воды WET использовалась для подавления 

сигнала остаточного растворителя (H2O). После накопления начального спектра, реакция была 

инициирована добавлением 0,5 ед. FpFucA. Первый спектр продуктов гидролиза 

регистрировался после 2-минутной установки однородности поля; затем спектры 

регистрировали в течение 1-минутных интервалов на протяжении 40 мин. Концентрацию каждой 

составляющей реакционной смеси определяли путем интеграции аномерных, непересекающихся 

протонных сигналов: сигнал δ1
H5,81 ppm соответствовал протону Н1 остатка pNPFuc, сигнал 5,25 

ppm соответствовал протону Н1 остатка α-фукопиранозы и сигнал 4,6 ppm соответствовал 

протону Н1 остатка β-фукопиранозы. Данные обрабатывали с использованием программного 

обеспечения Varian VNMRJ версии 3.2C. 

 

2.11 Исследование трансгликозилирующей активности α-L-фукозидазы 
 

pNPFuc в качестве донора и акцептора. Реакционную смесь (55 мкл), содержащую 80 мМ 

pNPFuc, растворенного в 10% ДМФА в буфере В и 0,15 ед. альфа-L-фукозидазы, инкубировали 

при 37 °С. Накопление продуктов трансгликозилирования отслеживали с помощью ТСХ на 

пластинах Kieselgel 60 F254 (Merck) в системе этилацетат/ уксусная кислота/вода (7:2:2, об. /об. 

/об.) в качестве подвижной фазы. Для определения компонентов с п-нитрофенольной группой, 

пластины ТСХ анализировали в ультрафиолетовом свете. Для визуализации молекул с 
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сахаридной частью, пластины опрыскивали раствором 5% (об. / об.) серной кислоты в 

изопропаноле и прогревали до 110 °С в течение 10 мин. 

Для оценки степени конверсии субстрата, из реакционной смеси отбирали аликвоты 

объемом 5 мкл каждые 5 мин в течение хода реакции, добавляли раствор 10%-го (вес/об.) Na2CO3 

и концентрации высвобожденного п-нитрофенола определяли спектрофотометрически при 

длине волны 400 нм. При достижении степени конверсии pNPFuc 60%, реакцию останавливали 

кипячением реакционной смеси на водяной бане в течение 10 мин и центрифугировали. 

Продукты реакции трансгликозилирования анализировали методом ВЭЖХ на колонке Resolve 

C18 (90 Å, 5 мкм, 3,9 × 300 мм, Waters, Ирландия) с использованием линейного градиента 

ацетонитрил-вода 0 – 90 % (об. / об). Элюирование проводили в течение 80 мин со скоростью 

потока 0,5 мл / мин. Обнаружение компонентов реакционной смеси осуществляли при длине 

волны 302 нм с использованием УФ-детектора (Waters 2489). Количественное определения 

каждого продукта проводили интегрированием соответствующих хроматографических пиков. 

Полученные после хроматографического разделения фракции анализировали методом ТСХ. 

Фракцию, соответствующую продукту трансгликозилирования, лиофильно высушивали и 

анализировали с использованием масс-спектрального анализа. 

Реакции трансгликозилирования с pNP-гликозидами в качестве акцепторов. 

Реакционную смесь (18 мкл), содержащую 34 мМ донора (pNPFuc), 75 мМ акцептора (pNPαGal, 

pNPβGal, 2NPαGlc, pNPβGlc, pNPβXyl и pNPFuс) и 0,1 ед. FpFuc, инкубировали 40 мин при 37 °С. 

Образование продуктов реакции детектировали методом ТСХ как описано выше. 

Реакции трансгликозилирования с алифатическими спиртами в качестве акцепторов 

были выполнены с использованием раствора 7 мМ pNPFuc в качестве донора L-фукозы и 30% 

(об. / об.) метанола или этанола или 20% (об. / об.) 1-пропанола в качестве акцепторов. Каждая 

реакционная смесь содержала 0,2 ед. FpFucA. Реакционную смесь инкубировали при 37 °C, 

соответствующее время для достижения 20 – 60 % степени гидролиза pNPFuc. Ход реакции 

контролировали методом ТСХ как описано выше. При достижении требуемой конверсии 

субстрата, образцы кипятили в течение 10, а затем лиофильно высушивали для последующего 

Н1 ЯМР-анализа. 

 

2.12 Характеристика продуктов реакции трансгликозилирования 
 

Анализ продуктов реакции трансгликозилирования методом масс-спектрометрии. 

Идентификация продукта реакции трансгликозилирования FpFucA с использованием в качестве 

донора и акцептора pNPFuc методом масс-спектрометрического анализа выполнялась 

сотрудниками Байкальского Объединенного Инструментального Центра «Ультрамикроанализ» 
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(к.х.н. Шишлянникова Т.А. и к.х.н. Кузьмин А.В.) для реакции со свободной FpFucA и 

сотрудниками РЦ Методы анализа состава вещества Санкт-Петербургского государственного 

универститета (Кашина М.В.) для реакции с иммобилизованной FpFucA. 

Протонная 1Н ЯМР-спектроскопия продуктов реакции трансгликозилирования. 1Н 

ЯМР-спектры продуктов реакции трансгликозилирования со спиртами в качестве акцепторов 

регистрировали при 25 °С в спектрометре Varian NMR с рабочей частотой 700 МГц, растворив 

их в D2O. Концентрации таутомеров (фуранозные и пиранозные формы субстрата и продуктов) 

определяли путем интегрирования неперекрывающихся сигналов со следующими химическими 

сдвигами, соответствующими аномерным протонам: δ1
H5,71 ppm (pNPFuc), 5,10 ppm (альфа-

фукопираноза), 4,45 ppm (бета-фукопираноза), 5,17 ppm (альфа-фукофураноза), 5,13 ppm (бета-

фукофураноза); а также для метильной группы C6: δ 1,06 ppm (pNPFuc), 1,10 ppm (альфа-

фукопираноза), и 1,14 ppm (бета-фукопираноза). 

 

2.13 Получение и анализ фракций фукоиданов из бурых водорослей Laminaria digitata 
Грубая фракция фукоидана F была выделена из бурых водорослей L.digitatа по методике 

[309]. Фракции 0,5F, 0,75F, 1F и 1,25F получали с помощью дополнительного фракционирования 

фукоидана F на колонке с анионообменным носителем DEAE-Sephacel (20 × 300 мм). 

Элюирование проводили путем последовательного повышения концентрации раствора NaCl: 

0,5М NaCl; 0,75М NaCl; 1,0М NaCl; 1,25М NaCl. Собранные фракции диализовали против 

дистиллированной воды и лиофильно высушивали. Определение элюированных фракций 

фукоиданов в процессе хроматографии осуществляли с использованием метода измерения 

общих сахаров фенол-сернокислотным методом [318]. L-фукозу использовали в качестве 

стандарта. 

Определение моносахаридного состава фукоидана 0,75F было выполнено методом газо-

жидкостной хроматографии после кислотного гидролиза образцов раствором трифторуксусной 

кислоты. Содержание сульфатных остатков в изучаемых полисахаридах определяли с помощью 

турбидиметрического метода [319] после кислотного гидролиза раствором 1М HCl при 100 °С в 

течение 6 часов. В качестве стандарта использовали K2SO4. 

 

2.14 Получение и анализ продуктов ферментативного гидролиза фукоиданов 
 

Для подбора условий ферментативного расщепления полученных фракций фукоиданов, 

лиофилизированный порошок фракции 0,75F растворяли в 50 мМ натрий-ацетатном буфере, рН 



71 
 
5,0 в концентрации 20 мг/мл. К 50 мкл раствора фракции фукоидана добавляли индивидуальный 

ферментный препарат FpFucA или ферментную смесь. В первом варианте А к фукоиданам 

добавляли только FpFucA (0,1 ед.); вариант Б представлял собой «коктейль» ферментов из 

некоторых полученных в лаборатории энзимологии ОМРБ ПИЯФ НИЦ «КИ» грибных экзо-

гликозидаз без FpFucA: β-глюкозидаза из S. candidum 3C (0,1 ед.), β-галактозидаза из Penicillium 

sp., β-маннозидаза из T. reesei, β-ксилозидаза из A. awamori; вариант В — комбинация смеси 

гликозидаз совместно с FpFucA (0,1 ед.акт.). Мониторинг образующихся продуктов 

осуществляли методом тонкослойной хроматографии в системе н-бутанол/уксусная кислота/вода 

(3:1:1, об./об./об.). Пластины опрыскивали 5%-ной серной кислотой в изопропаноле и нагревали 

при 110 °С в течение 10 мин. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

3.1 Идентификация штамма LE1 

 

Штамм мицелиального гриба LE1, выделенный после роста на поверхности раствора 

фукоидана из бурых водорослей, был изолирован для дальнейшей работы и выполнена его 

идентификация на основе морфологических характеристик и анализа ITS-последовательности 

рибосомальной ДНК. 

Идентификация штамма LE1 на основе морфологических признаков была выполнена 

сотрудником лаборатории микологии и фитопатологии ВИЗР к.б.н. Гагкаевой Т.Б. Все 

морфологические характеристики штамма LE1: форму конидий, длину и тип конидиальных 

цепей или головок, степень разветвления конидиеносца для морфологической идентификации 

грибной культуры, - определяли в течение роста на трёх специфических средах (Рисунок 9). 

 
  А.    Б.    В. 

Рисунок 9 – Морфологии культуры гриба F. proliferatum на питательных агаризованных средах: 

А. – КСА; Б. – сусло-агар, В. – SNA c автоклавированным зерном пшеницы. 
 

По сумме макро- и микроморфологических признаков исследуемого штамма гриба, 

культура штамма LE1 была отнесена к виду Fusarium [320]. Систематическое положение: 

Nectriaceae, Hypocreales, Sordariomycetes, Ascomycota, Fungi. 

Генетическая идентификация. Генетическая идентификация исследуемого штамма была 

выполнена сотрудником лаборатории энзимологии ОМРБ ПИЯФ Бобровым К.С. ITS-участок 

рибосомальной ДНК (558 пар оснований) штамма LE1 секвенировали и сравнивали с известными 

нуклеотидными последовательностями из базы данных GenBank [321]. В результате, на основе 

сравнительного анализа идентичности и максимального коэффициента совпадения 

нуклеотидных последовательностей штамма LE1 и близкородственных штаммов рода Fusarium, 

было определено филогенетическое положение исследуемого мицелиального гриба (Рисунок 10). 
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Согласно данным генетического анализа, исследуемый штамм является представителем вида 

Fusarium proliferatum LE1. 

 
Рисунок 10 – Филогенетическое дерево, построенное методом присоединения соседей с 

использованием программных пакетов ClustalW и TreeView, показывающее положение 

исследуемого штамма F. proliferatum LE1 (RCAM02409) относительно родственных штаммов 

рода Fusarium. В скобках приведены номера доступа для базы GenBank. 

 

Штамм F. proliferatum LE1 был депонирован под номером RCAM02409 в Российской 

коллекции сельскохозяйственных микроорганизмов (RCAM). 

 

3.2 Определение гидролитических активностей исследуемого штамма F. proliferatum LE1 
 

Род Fusarium состоит из грибов, различающихся по типу питания и способности 

образовывать различные вторичные метаболиты, включая высокотоксичные для 

млекопитающих. Некоторые представители вида F. proliferatum широко распространены в мире, 

в частности, как патогены культивируемых и диких растений [44]. Способность грибов 

адаптироваться к различным условиям окружающей среды обусловлена их генетической 
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гибкостью и метаболическим разнообразием. Адаптируя свой метаболизм к различным 

источникам углерода и азота, грибы производят арсенал внеклеточных ферментов, секретомов, 

который позволяет эффективно деградировать разнообразные биополимеры. Роль ферментов 

при этом сложно переоценить. Некоторые штаммы F. proliferatum уже являются коммерческими 

производителями β-гликозидаз и β-ксилозидаз, лакказ и других ферментов [41, 322–324]. 

Использование модельных субстратов с хромофорной группой для гидролаз – наиболее 

простой способ обнаружения и контроля их активности во время роста грибов. Исследуемый 

штамм F. proliferatum LE1, а также некоторые представители рода Fusarium из коллекции 

лаборатории микологии и фитопатологии ВИЗР, были выращены на агаризованной среде Чапека, 

содержащей п-нитрофенил α-L-фукопиранозид или п-нитрофенил-сульфат натрия. После 5-ти 

дневного роста при добавлении в среду соответствующего субстрата, видимое желтое гало было 

обнаружено только вокруг области роста F. proliferatum LE1 (Рисунок 11). Полученный результат 

указывает на наличие у исследуемого штамма F. proliferatum LE1 активностей α-L-фукозидазы и 

арилсульфатазы. Другие штаммы рода Fusarium, использованные в работе, не давали видимую 

желтую окраску в зоне роста культуры или с очень слабой интенсивностью, что может 

свидетельствовать либо об отсутствии, либо об относительно слабой ферментативной 

активности при росте на среде с соответствующим субстратом. 

α-L-Фукозидазы обнаружены и выделены из мицелиальных грибов родов Aspergillus, 

Penicillium, а также Fusarium [14, 56, 189, 193, 213]. Среди представителей рода Fusarium 

продуцентами этих ферментов являются виды F. oxysporum и F. graminearum [14, 52, 202, 213], 

но нами не обнаружено работ по характеристике α-L-фукозидаз из F. proliferatum. 

Сульфатазы из мицелиальных грибов детектированы при росте культур родов Aspergillus, 

Neurospora, Botrytis, Trichoderma на твёрдых питательных средах (п. 1.2.1.2). Широкое развитие 

геномных технологий и существующие на сегодня базы данных предсказывают наличие 

нескольких генов, кодирующих ферменты сульфатазы у грибов рода Fusarium (база данных 

NCBI [325]). Несмотря на этот факт, нам не удалось обнаружить ни одной экспериментальной 

работы, описывающей биохимическую характеристику ферментов сульфатаз из мицелиальных 

грибов рода Fusarium. 
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Рисунок 11 – Скрининг ферментативных активностей α-L-фукозидазы (А) и сульфатазы 

(Б, В) у различных представителей рода Fusarium при росте на твёрдой питательной среде с 

содержанием хромофорных субстратов pNPFuc и pNPS, соответственно. А и Б: А1 - F. 

proliferatum №1; А2 — F. proliferatum №2; А3 — F. proliferatum №3; А4 - F. proliferatum №4; А5 

— F. proliferatum №6; А6 — F. proliferatum №8; Б1 — F. proliferatum 3627; Б2 — F. proliferatum 

3628; Б3 — F. proliferatum LE1; Б4 —  F. solum VTT; Б5 — пустая лунка; Б6 — F. proliferatum 

№7; В1 — F. verticilloides №5; В2 — F. verticilloides №9; В3 — F. verticilloides №10; В4 — F. 

verticilloides №11; В5 — F. verticilloides №12; В6 — F. verticilloides №13; Г1 — F. verticilloides 

3621; Г2 – пустая лунка (А) / F. verticilloides 3622 (Б); Г3 — пустая лунка; Г4 — F. verticilloides 

3622 (А) / F. culmorum F2 (Б); Г5 — F. culmorum F2 (А) / пустая лунка (Б); Г6 — F. culmorum 

ПИЯФ (изолят с бурых водорослей). 

 

С целью получения достаточного количества фукоидан-модифицирующих ферментов из 

мицелиального гриба F. proliferatum LE1, была выполнена работа по подбору жидких 

питательных сред для его культивирования. В качестве простого и доступного индуктора для 

ферментов, участвующих в расщеплении фукоидана, среды содержали измельчённый порошок 

бурых водорослей L. digitata или смесь водорослей L. digitata/F. vesiculosus как природный 

источник сульфатированного фукозосодержащего полисахарида фукоидана. С целью 

обогащения питательных сред дополнительными источниками углерода и азота, в среды в 

разных количествах добавляли пептон, отруби или дрожжевой экстракт; кислотность 

культуральной среды подводили до слабокислого или слабощелочного значения (рН 5,0 или рН 

7,5, соответственно). 

В результате роста культуры F. proliferatum LE1 на средах разного состава, максимальная 

активность α-L-фукозидазы была детектирована на среде F (Рисунок 12, А), содержащей смесь 

бурых водорослей L. digitata/F. vesiculosus, пшеничные отруби и пептон, рН 5,0. Важно, что при 

использовании в качестве компонента среды порошок только из L. digitatа, не происходило 

повышения активности требуемых ферментов в культуральной среде. Также для секреции 
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требуемых ферментов в среду, оказалось важным наличие дополнительных компонентов среды 

– пептона и пшеничных отрубей. На 5-й день роста культуры на среде F, удельная активность α-

L-фукозидазы в 13 и 6 раз выше по сравнению со средами B и C, соответственно. Среды В, С и F 

в своём составе содержали идентичные компоненты в одинаковых пропорциях, но среды В и С 

отличались между собой только значением кислотности среды (рН 7,5 и 5,0, соответственно), а 

от среды F отличались видом добавленных измельчённых водорослей. Согласно полученным 

данным, кислотность среды также играет роль – при рН 5,0 продукция выше, чем при рН 7,5. 

В случае использования в качестве единственной добавки какого-то одного из компонентов 

(отруби/пептон/дрожжевой экстракт) детектировали очень низкую активность или полное 

отсутствие активности α-L-фукозидазы. Активность сульфатазы при росте культуры F. 

proliferatum LE1 на тестируемых средах была обнаружена на средах В, С, D и F, наибольшее 

значение – на средах B и F. 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

Рисунок 12 – А: Удельные активности α-L-фукозидазы и сульфатазы из F. proliferatum 

LE1, измеренные на 5-е сутки роста на питательных средах A — F. Б: Удельные активности α-

L-фукозидазы и сульфатазы из F. proliferatum LE1 при росте на среде F в течение 10 дней. 

Врезанный график иллюстрирует изменение рН среды в процессе роста культуры на среде F. А, 

Б: Серые столбцы — активность по pNPFuc, заштрихованные столбцы — активность по pNPS. 

 
Секрецию в культуральную среду ферментов α-L-фукозидазы и сульфатазы на среде F, 

выбрав её в качестве наиболее подходящей, отслеживали в течение 10 дней роста культуры 

(Рисунок 12, Б). Во время культивирования штамма F. proliferatum LE1 на среде F, активность α-

L-фукозидазы начала расти на второй день культивирования и достигла максимума на 4-5-й день 

(Рисунок 12, Б), медленно снижаясь в течение следующих нескольких дней. Активность 

арилсульфатазы из F. proliferatum LE1 была обнаружена, когда активность α-L-фукозидазы 

падала, и достигла максимума на 8-10-й день. В период роста культуры значения рН в 

культуральной среде менялись от 5 до 8 (Рисунок 12, Б, вставка). Позднее проявление и рост 
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активности сульфатазы в культуральной среде дало основание предположить, что фермент может 

быть локализован внутриклеточно, попадая в культуральную среду с распадом клеточных 

структур. Чтобы определить локализацию арилсульфатазы у мицелиального гриба F. proliferatum 

LE1, нами была измерена активность фермента сульфатазы в супернатанте культуральной среды 

и внутри клеток в течение роста культуры на протяжении нескольких дней на среде F. 

Результаты, представленные на Рисунке 13, ясно показывают, что сульфатаза является 

внутриклеточным ферментом. На третий день роста удельная активность сульфатазы внутри 

клеток была в 32 раза выше, а затем в культуральной жидкости; разница уменьшилась до 3,5 раз 

к 10-му дню. 

Полученные нами данные о локализации фермента сульфатазы хорошо согласуются с 

имеющимися в литературе данными. Практически все известные грибные сульфатазы являются 

внутриклеточными ферментами (Таблица 2). Исключение составляет сульфатаза из 

мицелиального гриба A. awamori R-0827 [49]. Как правило, сульфатазы локализованы в 

лизосомах мицелиальных грибов, наиболее распространенных органеллах в гифах, что 

подтверждено для штаммов Basidiobolus ranarum, Ceratocystis fagacearum, Ceratocystis fimbriata, 

Fomes annosus, Agaricus campestris, Alternaria tennuis [326]. В клетках грибов A. oryzae, A. 

nidulans, N. crassa наиболее активная арилсульфатаза обнаружена в развивающихся грибных 

органах, в особенности, окончаниях гиф, дифференцирующихся апексах, конидиеносцах с 

наиболее интенсивным метаболизмом [162] (Таблица 2). 

 

 
Рисунок 13 – Внутриклеточная и секретируемая активности сульфатазы из F. proliferatum LE1, 

измеренные в течение роста культуры на среде F. Белые столбцы – внутриклеточная 

активность, серые столбцы — активность в культуральной жидкости. 

 

При глубинном культивировании на среде F, штамм F. proliferatum LE1 был 

протестирован на наличие активностей гликозидгидролаз в культуральной жидкости во время 

роста. Было показано, что F. proliferatum LE1 секретирует целлюлазы и гемицеллюлазы в 
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детектируемых количествах: β-глюкозидазу, целлобиогидролазу, целлюлазы, эндо-β-глюканазы, 

а также β-ксиланазы и β-ксилозидазы (Рисунок 14). α-Галактозидаза и α-глюкозидаза также были 

обнаружены в значительных количествах, являясь преобладающими ферментами в 

культуральной жидкости. Низкий уровень активности β-L-фукозидазы указывает на отсутствие 

или небольшое содержание субстратов с подходящим типом связи, которые данный фермент 

может гидролизовать в определённых условиях и, следовательно, его синтез для данного штамма 

был низок. 

Рисунок 14 – Удельные активности О-гликозидгидролаз и сульфатазы из культуральной 

жидкости в гидролизе соответствующих pNP-субстратов, измеренные на 5-е сутки роста 

культуры F. proliferatum LE1 на среде F: 1. α-галактозидаза; 2. α-глюкозидаза; 3. α-D-

маннозидаза; 4. β-глюкозидаза; 5. β-L-фукозидаза; 6. β-целлобиогидролаза; 7. β-ксилозидаза; 8. 

β-галактозидаза; 9. β-D-глюкозидаза; 10. β-D-глюкозаминидаза; 11. арилсульфатаза; 12. α-L-

фукозидаза; 13. амилаза; 14. целлюлаза; 15. ламинариназа; 16. β-глюканаза; 17. β-ксиланаза. 

 
По проделанной части работы можно сделать вывод о том, что исследуемый штамм, 

идентифицированный как F. proliferatum LE1, является штаммом-продуцентом ценных 

ферментов класса гликозидгидролаз (α-L-фукозидазы, α- и β-глюкозидаз, β-целлобиогидролазы, 

целлюлаз, эндо-β-глюканазы, β-ксиланазы, β-ксилозидазы, α-галактозидазы), имеющих в 

дальнейшем потенциальные возможности для применения на практике. Значение активностей 

для каждого из интересующих нас ферментов, обнаруженных у данного штамма на выбранной 

среде F, может существенно варьироваться при изменении условий роста. Поэтому дальнейшим 

этапом работы стало исследование ферментативных свойств α-L-фукозидазы и сульфатазы. 
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3.3 Получение и характеристика сульфатазы из мицелиального гриба F. proliferatum LE1 

 

3.3.1 Выделение сульфатазы из F. proliferatum LE1 

 

Внутриклеточная сульфатаза из мицелиального гриба F. proliferatum LE1 была выделена 

после выращивания культуры на богатой питательной среде G. Клетки разрушали с 

использованием гомогенизатора под давлением, затем внутриклеточный экстракт 

концентрировали сульфатным осаждением и подвергали ряду хроматографических стадий. В 

результате подобранных условий культивирования и очистки фермента сульфатазы из 

мицелиального гриба F. proliferatum LE1 нами получен частично-очищенный ферментный 

препарат внутриклеточной сульфатазы (FpС) со степенью очистки 170 раз (Таблица 6). 

Ферментный препарат имел удельную активность 0,5 ед./мг в гидролизе модельного субстрата 

рNPS и не имел побочной фосфатазной активности, которую определяли с использованием 

хромофорного субстрата pNPP. Определение гидролитической активности по pNPP было 

выполнено для того, чтобы исключить вероятную побочную фосфатазную активность 

полученного ферментного препарата, которая показана для некоторых охарактеризованных 

сульфатаз [93]. Известно, что некоторые ферменты могут «неразборчиво» гидролизовать 

различные относительно похожие субстраты, что, предположительно, сохранилось за время 

эволюции ферментов. Так, бактериальная арилсульфатаза из Pseudomonas aeruginosa способна 

гидролизовать ряд сульфатных эфиров наряду с фосфатными эфирами [151, 152]. 

 

Таблица 6 – Баланс выделения сульфатазы FpC 

Стадия очистки Объем, мл 
Общее 

количество 
белка, мг 

Общая 
активность, 

ед. 

Удельная 
активность, 

ед./мг 
Степень 
очистки Выход, % 

Внутриклеточный экстракт 700 4125 12,0 2,9 · 10-3 1 100 
Осаждение (NH4)2SO4 (фракция 

до 40% насыщения) 760 3116 10,6 3,4 · 10-3 1,2 89,0 
Осаждение (NH4)2SO4 (фракция 

40% - 80% насыщения) 65 1073 5,7 5,3 · 10-3 1,8 47,1 
Ионообменная хроматография на 

DEAE Sephadex A50 80 472 2,8 6,0 · 10-3 2,1 23,3 
Анионообменная хроматография 

на MonoQ 11 38 1,4 36 · 10-3 12,4 11,5 
Гидрофобная хроматография на 

TSKgel Phenyl-5PW 5,5 3,2 1,2 0,37 125,8 9,6 
Гель-фильтрация на Sephadex 

G200 4 0,44 0,2 0,5 170,8 1,8 
 

Несмотря на достаточно большое количество хроматографических стадий, применённых 

для очистки внутриклеточной сульфатазы, нам не удалось увидеть единственной белковой зоны 
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методом ДСН-ПААГ электрофореза (данные не показаны). Несмотря на это, фермента FpC было 

достаточно для его полной и всесторонней биохимической характеристики. 

Молекулярная масса нативного фермента сульфатазы была оценена методом гель-

проникающей хроматографии на колонке Sephacryl S200 с использованием набора белковых 

маркеров и составила 65 ± 1 кДа (Рисунок 15). 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Рисунок 15 – Определение молекулярной массы нативной сульфатазы с помощью гель-

фильтрации на носителе Sephaсryl S200. 

 

Поскольку не удалось получить данные о молекулярной массе фермента в 

денатурирующих условиях, то мы не можем сделать предварительного вывода о субъединичном 

строении фермента на основании только известной молекулярной массы в неденатурирующих 

условиях. 

Для некоторых сульфатаз из дрожжей и грибов определены значения молекулярной массы 

ферментов дикого типа, которые находится в диапазоне 44 – 140 кДа. Молекулярный вес 

нативной сульфатазы из Aspergillus oryzae NRRL-449 равен 65 кДа [47, 160], для сульфатазы из 

A. nidulans молекулярная масса равна 44 кДа [48], для сульфатазы из A. oryzae – 100 кДа [169], а 

из мицелиального гриба выделено три внутриклеточные сульфатазы с молекулярными массами 

57, 105 и 140 кДа [170, 171]. Недавно из исследуемого организма F. proliferatum LE1 в результате 

гетерологичной рекомбинации была получена сульфатаза, которая являлась тетрамером в 

нативных условиях с массой 1 субъединицы 63 кДа [161]. 

 

3.3.2 Определение аминокислотной последовательности сульфатазы из F. proliferatum LE1 

 

Для исследования первичной структуры частично-очищенной сульфатазы из 

мицелиального гриба F. proliferatum LE1 был выполнен анализ аминокислотных 

180         200         220         240        260         280        300        320 

 



81 
 
последовательностей пептидов ферментного препарата частично-очищенной FpС. По 

результатам сравнения аминокислотных последовательностей сульфатаз в базах данных 

SulfAtlas и NCBI и полученных пептидных последовательностей частично-очищенной 

сульфатазы было установлено, что сульфатаза из мицелиального гриба F. proliferatum LE1 имеет 

наибольшее сходство (34,4%) с сульфатазой из мицелиального гриба F. fujikuroi IMI (номер 

последовательности XP_023435437.1 базы данных NCBI Protein DataBase) (Рисунок 16), 

являющейся арилсульфатазой / N-ацетилглюкозамин-6-О-сульфатазой, а также с сульфатазами 

11 подсемейства S1-семейства сульфатаз базы данных SulfAtlas. На основании полученных 

результатов, нами было сделано предположение, что исследуемая сульфатаза FpC из 

мицелиального гриба F.proliferatum LE1, относится к подсемейству 11 S1 структурного 

семейства (S1_11) сульфатаз SulfAtlas. 

 

 

 

 
 
 
 
 

Рисунок 16 – Аминокислотная последовательность арилсульфатазы / N-ацетилглюкозамин-

6-О-сульфатазы из F. fujikuroi IMI 58289 [325]. Цветом выделены пептиды частично очищенной 

сульфатазы из F. proliferatum LE1, совпадающие с представленной последовательностью. 

 

Принимая за среднюю массу аминокислоты 110, теоретическая молекулярная масса 

сульфатазы из близкородственного организма F. fujikuroi IMI 58289 равна порядка 66,1 кДа. 

Расчетные данные коррелируют с экспериментальным значением молекулярной массы нативной 

сульфатазы из F.proliferatum LE1. Таким образом, можно сделать предположение о том, что 

исследуемая FpC состоит из одной субъединицы. 

Согласно последней классификации сульфатаз [4], все известные сульфатазы разделяют 

на четыре семейства на основе гомологии аминокислотных последовательностей, фолдинга 

белков и совпадения каталитических остатков (п. 1.2.1). Анализируя представленные для 

каждого семейства консервативные аминокислотные «мотивы», среди идентифицированных 

пептидов FpC не найдено основной последовательности CxPxRxxxxTG, хотя она имеется в 

предсказанной сульфатазе из F.fujikuroi IMI 58289 (аминокислоты 98-108). К настоящему 

времени нет ни одной определённой и соотнесённой с базами данных аминокислотной 

последовательности сульфатаз из мицелиальных грибов, которая была бы получена 
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экспериментальным путем. На основании полученных данных можно сказать, что для более 

точной идентификации изучаемой сульфатазы необходимо провести молекулярно-генетические 

работы по выделению и клонирования гена, кодирующего искомый фермент. 

 

3.3.3 Определение физико-химических свойств сульфатазы из F. proliferatum LE1 

 

Для частично-очищенной сульфатазы из мицелиального гриба F. proliferatum LE1 было 

определено влияние кислотности среды и температуры на активность и стабильность фермента. 

При изучении физико-химических свойств сульфатазы было установлено, что исследуемый 

фермент обладает наибольшей активностью в диапазоне рН 7,5-8,5. При инкубировании в 

течение 20 минут при рН 7,1, фермент проявлял максимальную активность при температуре 70ºС. 

Фермент относительно стабилен спустя сутки в диапазоне рН 5,5-7,0 после инкубирования при 

температуре 37°С. Ферментный препарат сульфатазы сохраняет более 80% активности при 

инкубации в течение часа при температуре до 40º (Рисунок 17). 

Для известных на сегодняшний день сульфатаз из грибов, можно сказать, что они наиболее 

активны в среднем при рН 6,5 – 8,5 и температуре 45°С. В основном, рабочими условиями были 

температура 37°С и рН 5,0 (рост) или 7,0 (рост или измерение активности). 

При исследовании зависимости ферментативной активности сульфатазы из мицелиального 

гриба F. proliferatum LE1 от присутствия ионов двухвалентных металлов Ca2+, Mg2+, Zn2+ и 

раствора ЭДТАNa2, было показано, что активность частично-очищенного ферментного 

препарата FpС не зависит от наличия в растворе ЭДТАNa2 и ионов Ca2+, Mg2+, но значительно 

(на 65%) ингибируется присутствием в среде ионов Zn2+. Ингибирующий эффект ионов Zn2+ 

характерен в отношении других грибных сульфатаз (Таблица 2), для которых выполнена 

биохимическая характеристика. Считается, что все известные сульфатазы являются металло-

зависимыми ферментами, т.е. во всех четырёх семействах нет представителей, лишённых того 

или иного иона металла в активном центре [4]. Так, формилглицин-зависимые сульфатазы 

(семейство S1) нуждаются в присутствии ионов Ca2+, Mg2+ для осуществления катализа 

гидролитического отщепления сульфатных групп от различных молекул. Для исследуемой нами 

частично-очищенной сульфатазы из F. proliferatum LE1 не показано изменение гидролитической 

активности при отсутствии или добавлении в раствор ЭДТАNa2 или ионов соответствующих 

металлов. В частности, для сульфатазы из мицелиального гриба A. oryzae NRRL-449 не 

обнаружено существенной зависимости между наличием определённого иона металла в 

реакционной смеси и уровнем сульфатазной активности: гомогенный ферментный препарат 

активен в отношении набора арилсульфатов при двух разных значениях рН 4,02 и рН 7,54 и не 
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изменяет значение ферментативной активности после диализа против буфера, содержащего 

ЭДТА [160]. 

Рисунок 17 – Влияние Т и рН на активность и стабильность фермента FpC в реакциях 

гидролиза модельного субстрата pNPS. А: Относительная активность сульфатазы FpC, 

измеренная при различных значения рН; Б: Остаточная активность FpС после инкубирования 

фермента 22 часа при 37 °С в диапазоне значений рН 4,0–9,0; В: Влияние температуры на 

гидролитическую активность фермента (рН 6,1 (—■—) и pH 7,1 (—▬—)); Г: Остаточная 

активность сульфатазы после инкубирования фермента при различных температурах (20-60 °С, 

рН 5,5) в течение 20 мин. Буферные растворы: —■— - Na-фосфат-цитратный буфер; —●— Na-

ацетатный буфер; —▬— - Трис-HCl буфер. 

 

Активность фермента сульфатазы в гидролизе модельного субстрата pNPS была 

протестирована при различной концентрации NaCl в реакционной смеси для того, чтобы оценить 

эффект ионной силы на активность фермента. Также было оценено влияние различных 

соединений на гидролитическую активность FpC. В результате, было установлено, что 

повышение ионной силы раствора путём добавления к реакционной смеси до 1,5 М NaCl не 

влияет на активность фермента. Добавление в реакцию дитиотреитола также не влияет на 

А Б 

В Г
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активность сульфатазы, в то время как ФМСФ снижает активность на 50%. Для недавно 

охарактеризованной рекомбинантной холин-О-сульфатазы из этого же продуцента было 

показано слабое снижение активности фермента в присутствии ФМСФ [161]. 

 

3.3.3 Определение субстратной специфичности и кинетических параметров FpС 

 

Кинетические параметры гидролиза pNPS сульфатазой из F. proliferatum LE1 были 

определены в диапазоне концентраций субстрата от 0,17 мМ до 15,5 мМ. При низких 

концентрациях субстрата кинетика реакции подчиняется зависимости Михаэлиса-Ментен. В 

результате, значение константы Михаэлиса Kм при исследовании гидролиза сульфатазой pNPS 

было равно 0,62 ± 0,1 мМ. Определение каталитической константы kкат не выполнено в виду 

отсутствия соответствующей чистоты ферментного препарата. 

Ингибирующий эффект неорганического сульфата был проверен при добавлении в 

реакцию от 5 мМ до 90 мМ Na2SO4, при этом активность сульфатазы в гидролизе pNPS 

сохранялась на 85% при концентрации 90 мМ. 

Исследуемая сульфатаза оказалась неактивной по отношению ко всем остальным 

использованным в работе субстратам: хлоро-НФ-βGal-6SO3Na, п-НФ-βGal-6SO3-триэтиламин, 

пНФ-βXylSO3-триэтиламин, а также N-ацетилглюкозамин-6-О-сульфата. 

Преобладающее число описанных ранее грибных сульфатаз охарактеризовано термином 

“арилсульфатазы”, что, однако, не раскрывает истинной субстратной специфичности и 

функциональной роли каждой из них. Согласно данным литературы об охарактеризованных 

биохимическими методами сульфатазах из грибных штаммов (Таблица 2; база данных BRENDA 

[327]), для каждого из этих ферментов описан гидролиз лишь коротких сульфатированных 

молекул (арилсульфаты, холин-О-сульфат, тирамин-О-сульфат, глюкоза/галактоза-О-сульфат и 

др.), но нет ни одной работы, описывающей десульфатирование сложных полимерных 

(высокомолекулярных) сульфатированных молекул (гепарин и другие ГАГ, каррагинан, агар, 

фукоидан и др.). Сульфатазы с известной субстратной специфичностью, а именно холин-О-

сульфатазы, охарактеризованы из мицелиальных грибов A. nidulans [168] и N. сrassa [177], F. 

proliferatum LE1 [161]. Помимо этого, мицелиальные грибы могут использовать тирозин-О-

сульфат и другие ароматические сульфатированные сложные эфиры в качестве вторичных 

источников серы. N. crassa и Trichoderma viride могут использовать глюкозу-6-O-сульфат в 

качестве единственного источника серы [175, 176]. Все эти субстраты для грибных сульфатаз 

предварительно транспортируются в клетку в виде не модифицированного соединения с 

последующим внутриклеточным гидролизом. Вероятно, что сульфатазы являются лишь 

элементом в цепи сложных гидролитических превращений сульфатированных углеводных 
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молекул, имеющихся в природе. Так называемые гликосульфатазы - сульфатазы, отщепляющие 

сульфат от глюкозы или галактозы в 6-ом положении, можно предположить, вступают в работу 

после работы экзо- и/или эндо-гликозидаз, активных в отношении дерматан/кератан/гепарин 

сульфата, у которых мономерными звеньями выступают именно эти соединения. Возможно, что 

в имеющемся небольшом объёме работ по характеристике сульфатаз из мицелиальных грибов не 

раскрыт весь потенциал специфичности сульфатаз из этих организмов в модификации крупных 

молекул. Или же специфичность сульфатаз мицелиальных грибов ограничена отщеплением 

сульфатов от низкомолекулярных соединений. Такой вопрос открывает перспективы для 

дальнейшего изучения этого класса ферментов, что может быть сильно облегчено развитыми 

геномными технологиями. К сожалению, накопленные на сегодняшний день немногочисленные 

данные о каталитических свойствах сульфатаз из грибных источников не дают возможность 

предположить функции, выполняемые этими ферментами в организме. 

В результате выполненной работы мы показали, что внутриклеточная сульфатаза дикого 

типа, выделенная из F. proliferatum LE1, отличается по своим свойствам от холин-сульфатазы, 

описанной ранее [161] и, вероятно, необходима этому организму для получения неорганического 

сульфата при гидролизе от малых органических сульфатированных молекул, например, 

арилсульфатов (Таблица 7). 

 

Таблица 7 – Сравнительные характеристики сульфатаз из F.proliferatum LE1 

 Холин-О-сульфатаза [161] Исследуемая сульфатаза FpC 

Очистка рекомбинантный фермент, 

экспрессированный в Pichia pastoris 

частично-очищенный белок 

дикого типа 

Молекулярная 

масса 

внутриклеточный; 

тетрамер, 1 субъединица - 63 кДа 

молекулярный вес 65 кДа 

Физико-

химические 

характеристики 

рНопт. = 6,0; 

рНстаб.: остаточная активность >50% 

при рН 6,0-8,0; 

Tопт. = 25 ºС; 

Тстаб.: стабилен 2 часа при 25 °С 

рНопт. -= 7,5-8,0; 

рНстаб.: остаточная активность >50% 

при рН 5,0-7,0; 

Tопт. = 75 ºС; 

Тстаб.: стабилен 1 час при 40 °С 

Влияние 

металлов 

Ca2+ и Мn2+ повышают активность не нуждается в наличии металла 

Субстратная 

специфичность 

pNPS: KM=2,45 мМ; kкат=0,28 с-1 

холин сульфат: кинетические 

параметры не определены 

pNPS: KM=0,62 мМ 

N-ацетил-D-галактозамин-6-O-

сульфат: не активен 
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Из-за небольшого количества детально охарактеризованных на биохимическом уровне 

сульфатаз из грибных продуцентов, в том числе полученных в чистом виде, а также отсутствия 

кристаллических структур этих белков, возникает ряд вопросов, противоречащих современным 

представлениям о механизмах гидролиза и классификации сульфатаз. Чтобы решить вопрос о 

наличии различий в биохимических и структурных свойствах грибных сульфатаз по сравнению 

с другими известными сульфатазами, требуется ряд исследований, подтверждающих, 

опровергающих или дополняющих имеющиеся на сегодня знания и вносящие ясность в 

функционирование сульфатаз из грибных продуцентов. Таким образом, исследование сульфатаз 

из мицелиальных грибов интересно не только с точки зрения определения их физиологической 

роли, но и с точки зрения расширения фундаментальных знаний о них. 

 

3.4 Получение и характеристика альфа-L-фукозидазы из F. proliferatum LE1 
 

3.4.1 Выделение α-L-фукозидазы из F. proliferatum LE1 

 

Низкие выходы фермента альфа-L-фукозидаза из F. proliferatum LE1 при росте на среде F с 

бурыми водорослями ограничивали возможность очистки целевого белка до гомогенного 

состояния. Мы предприняли попытки подобрать условия индукции фермента, при которых 

FpFucA будет мажорным белком в культуральной жидкости (Рисунок 18, 19, A). Индукция α-L-

фукозидазы была осуществлена добавлением в среду L-фукозы, конечного продукта действия 

фермента, аналогично индукции α-L-фукозидазы из мицелиального гриба F. oxysporum [52]. 

Результат этой работы позволил всего после четырёх хроматографических стадий получить 

чистый ферментный препарат в достаточных для дальнейших экспериментов количествах 

(Таблица 8). 

 

Таблица 8 – Схема выделения альфа-L-фукозидазы из F.proliferatum LE1 

Стадия очистки Объем, 
мл 

Общее кол-
во белка, 

мг 

Общая 
активность, 

ед. 

Удельная 
активность, 
ед./мг белка 

Степень 
очистки, раз Выход, % 

Культуральная жидкость 1000 50,3 110,3 2,2 1 100 

Ионообменная хроматография на 
DEAE Sephadex A50 250 10,6 110,0 9,4 4,3 90,7 

Анионообменная хроматография 
BioSuite Q 10μm AXC 7 7,8 98,0 12,5 5,7 88,8 

Гель-фильтрация на Sephacryl S200 22 2,4 88,6 36,6 16,6 80 

Гидрофобная хроматография на 
TSKgel Phenyl-5PW 2,5 1,8 70,1 39,0 18,0 64 
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Выход фермента составил 1,8 мг чистого белка с 1 литра культуральной жидкости. 

Удельная активность в гидролизе pNPFuc равна 39 eд./мг. По результатам ДСН-ПААГ 

электрофореза, FpFucA после финальной стадии очистки является белком с молекулярной 

массой 67 ± 1 кДа (Рисунок 19, А). Электрофоретическая зона очищенной α-L-фукозидазы имеет 

слегка размытые границы, что может свидетельствовать о гликозилировании белковой 

молекулы. Молекулярная масса нативного фермента, определённая при помощи гель-

фильтрации, составила 67 кДа (Рисунок 20). При сравнении результатов, полученных при 

определении молекулярной массы α-L-фукозидазы в денатурирующих и не денатурирующих 

условиях, можно сделать вывод, что фермент является мономером. 

Рисунок 18 – Профиль элюции FpFucA в процессе очистки на хроматографической 

колонке Phenyl TSK-gel 5PW.  —— - оптическая плотность на 280 нм; —▲— - активная 

фракция в гидролизе pNPFuc. 

 

Значение изоэлектрической точки α-L-фукозидазы pI составило 5,21 ± 0,05 (Рисунок 19, Б). 

Относительно известных значений изоэлектрической точки для α-фукозидаз, значение pI для 

FpFucA коррелирует с данными для α-фукозидазы из Pisum satiwum [198] и рекомбинантной 

фукозидазы человека [192]; все остальные значения изоточек для фукозидаз выше и находятся в 

диапазонах pI 6-6,5 [10, 210] и 6,9-7 [223, 234]. Следует отметить, что ни для одной из 

исследованных α-L-фукозидаз из мицелиальных грибов не было определено значение изоточки 

(Таблица 4). 
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Рисунок 19 – ДСН-ПААГ электрофорез FpFucA (А) и двухмерный 2D-электрофорез 

(ДСН-ПААГ) (Б). А: Линия M: набор маркеров молекулярного веса; линия 1: белковые зоны, 

соответствующие белкам в культуральной жидкости; линия 2: FpFucA, после анионообменной 

хроматографии на колонке BioSuiteQ10; линия 3: FpFucA, элюированная после гидрофобной 

хроматографии на колонке Phenyl TSK-gel 5 PW. 

 

 

Рисунок 20 – Определение молекулярной массы очищенной FpFucA методом гель-

фильтрации на колонке Sephacryl S200. 

 

3.4.2 Определение первичной последовательности α-L-фукозидазы из F. proliferatum LE1 

 

Определение аминокислотной последовательности α-L-фукозидазы из F. proliferatum LE1 

было выполнено после расщепления очищенного ферментного препарата FpFucA трипсином и 
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последующей идентификации полученных пептидов с помощью масс-спектрального анализа. 

Анализ полученных пептидных последовательностей с использованием программного 

обеспечения баз данных MASCOT и NCBI показал идентичность исследуемой α-L-фукозидазы 

из F.proliferatum LE1 с последовательностями α-L-фукозидазы из F. fujikuroi IMI 58289 на 70% 

(Рисунок 21), а также с идентичностью 15% совпадали с α-L-фукозидазой из F. oxysporum. Оба 

протеина принадлежат к 29-му семейству гликозидгидролаз (http: //afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/). 

Таким образом, высокое сходство исследуемой FpFucA с фукозидазами 29го семейства даёт нам 

основание предположить, что фермент является представителем этого семейства 

гликозидгидролаз. 
1 MLIRLLSHLG PVLSLGTASV GAVSLKHSKR ATSPASIGIG NPVLTSKWIE 
51 GSDYEQVVEF FITNSDDKNS LTWDDDLEVS VESSSLETTT PGTLIRLGPK 
101 QSAVVQVGVK NKAGVKAGTK CDAKAVVTWG SKEDPKKSTK DFSGECGIGD 
151 YQASSGSLSH HWNPDWFNDI KYGIFIHWGL YSVPAFGNKP GPKQDYAEWY 
201 GFRMTQPDFP SETYQYHREK YGENFNYDDF VSNFTAAKFD ANEWMNLVAD 
251 AGAQYVVPVT KHHDGWALFD FPDSVSKRST VHYGPKRDFL KELLDAAKVN 
301 HPKIRRGTYF SMPEWFNPAY VKYGWDQHYK GNYYGRPPTN PYTHKSIEYT 
351 GYVEVDDFLD DIQNPQIEAL FYKYETEILW CDIGGPNKAP DVLAPWLNWA 
401 RDKGRQVTFN DRCGAAGDYS TPEYAGISFK ASKFESNRGL DPFSFGYNFM 
451 TTDDEYLTGE EIVNTLIDNV VNNGNLLLNM GPKPDGTIPK QQQLNLLDAG 
501 AWIKSHGEGI FGTRYWPTAQ TSGPLRFATA PDAFYIHHVG KPSSPLVIKE 
551 PVPWVEGDKV TAIGGSADGT VLDVAQKDGS FVVQLPDKVI QGDKYIWTIK 
601 IEYKTGN 
 

Рисунок 21 – Масс-спектрометрический анализ FpFucA. Последовательность белка, 

соответствующая α-L-фукозидазе из F. fujikuroi IMI 58289. Пептиды, соответствующие FpFucA, 

выделены жирным шрифтом. 

 

3.4.3 Определение физико-химических свойств α-L-фукозидазы из F. proliferatum LE1 

 

При изучении физико-химических свойств α-L-фукозидазы было установлено, что 

фермент обладает наибольшей активностью при рН 5,5 (Рисунок 22, А). При оптимальном 

значении рН в течение 20 минут фермент проявляет максимальную активность при температуре 

45-50 ºС (Рисунок 22, В). Значения оптимума рН и температуры, оптимальные для FpFucA, 

являются характерными и для многих известных на сегодняшний день α-фукозидаз из 

мицелиальных грибов, а также других эукариотических организмов и бактерий. Как правило, рН 

оптимум гидролиза α-фукозидаз находятся в слабокислой или нейтральной областях (Таблица 4). 

Влияние рН среды на скорость ферментативной реакции связывают с состоянием и 

степенью ионизации ионогенных групп в молекуле фермента и субстрата. Этот фактор 

определяет конформацию белка, состояние активного центра и субстрата, формирование 

фермент-субстратного комплекса, собственно процесс катализа. Профиль рН-зависимости 



90 
 
альфа-фукозидазы имеет вид колоколообразной кривой, полученной для многих представителей 

гликозидгидролаз [303, 328, 329]. Вид кривой предполагает, что катализ зависит от ионизации 

двух аминокислотных остатков. Обязательным условием первой стадии гидролиза – стадии 

гликозилирования - является протонирование группы, осуществляющей кислотно-основный 

катализ, и депротонирование нуклеофильной группы. Область кривой с низкими значениями рН 

определяет протонирование нуклеофила, а область с высокими значениями – депротонирование 

кислотно-основного катализатора [330]. Для 29го семейства гликозидгидролаз в качестве 

каталитических аминокислотных остатков определены Asp (нуклеофил) и Glu (донор протонов), 

которые играют, соответственно, роль нуклеофильной группировки и кислотно-основного 

катализатора [55]. 

Рисунок 22 – Влияние рН и температуры на активность и стабильность FpFucA в 

гидролизе рNPFuc. А: Относительная активность α-фукозидазы, измеренная при различных 

значения рН; Б: Остаточная активность FpFucA после инкубирования фермента 16 часов при 

37 °С в диапазоне значений рН 3,0–8,0; В: Влияние температуры на гидролитическую 

активность фермента (рН 5,5); Г: Остаточная активность α-L-фукозидазы после инкубирования 

фермента при различных температурах (20-60 °С, рН 5,5) в течение 20 мин. 
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Установлено, что фермент стабилен в относительно широком диапазоне рН, сохраняя более 

80% активности в диапазоне рН 4,5 до 7,0 после инкубирования в течение 16 часов при 

температуре 37 °С. При исследовании рН-стабильности FpFucA активность фермента резко 

снижалась при хранении при рН 4,0, но в диапазоне рН 6,5 – 8,0 остаточная активность 

уменьшалась медленно (Рисунок 22, Б). После инкубирования фермента при температуре 45 °С 

и выше, активность FpFucA значительно снижалась. Предварительная инкубация при 50 °С в 

течении 20 мин приводила к потере активности α-L-фукозидазы вдвое (остаточная активность 

45%) (Рисунок 22, Г).  

Было исследовано влияние ионов двухвалентных металлов на активность FpFucA. Анализ 

чувствительности FpFucA к ионам металлов показал, что фермент сохранял 38 и 25% активности 

после инкубации с Сu2+ и Hg2+, соответственно (Таблица 9). Ингибирующее действие ионов Hg2+ 

может указывать на присутствие сульфгидрильных групп в активном центре фермента. Данные 

относительно эффекта ионов Hg2+ на гидролитическую активность α-L-фукозидаз сопоставимы 

с результатами, полученными для α-L-фукозидаз из мицелиальных грибов вида F. oxysporum 

[202], α-L-фукозидаз из бактерий Clostridium perfringens [216], рода Bacillus [206, 207, 226] и 

Streptomyces [217]; пищеварительных желез морского моллюска Pecten maximus [10]. Для 

частично очищенной a-L-фукозидазы из Haliotus sp. после инкубирования с ионами Hg2+ 

активность сохранялась на 20%, но Cu2+ не влиял [331]. Также было показано, что хлористая соль 

Hg2+ инактивирует α-фукозидазу из гепатопанкреаса Littorina littorea L. [332]. 

Другие ионы металлов не влияли на активность фермента FpFucA, что характерно также и 

для известных α-L-фукозидаз из различных источников. Согласно экспериментальным данным, 

добавление в раствор фермента натриевой соли ЭДТА не влияло на уровень активности α-

фукозидазы, что может свидетельствовать о том, что ионы металлов не входят в активный центр 

FpFucA. Сравнительно для большого количества известных α-фукозидаз не показана 

зависимость гидролитической активности фермента от присутствия в активном центре иона 

металла, требуемого для катализа. 

 

Таблица 9 – Влияние ионов двухвалентных металлов на активность FpFucA 

Ион металла Остаточная активность, % 
Без добавления металла 100 

Hg2+ 25 
Cu2+ 38 
Mn2+ 98 
Zn2+ 93 
Fe2+ 100 
Mg2+ 96 
Ca2+ 100 

ЭДТА 104 
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3.4.4 Определение стереохимии гидролиза, катализируемого FpFucA 

 

Исследование стереохимии реакции гидролиза, катализируемой α-L-фукозидазой, 

осуществляли с помощью 1Н ЯМР спектроскопии, используя в качестве субстрата pNPFuc. Для 

анализа использовали достаточное количество FpFucA, позволяющее завершить полный 

гидролиз pNPFuc в течение 10 минут. На Рисунке 23 показаны частичные ЯМР 1Н спектры 

аномерных протонов субстрата pNPFuc и накопление α- и β-аномеров L-фукозы в начальный 

момент времени, после 3 и 40 минут реакции. При анализе продуктов ферментативного 

гидролиза pNPFuc было показано, что изначально образуется α-аномер L-фукозы (сигнал 5,1 

ррm), что можно наблюдать на спектре после 3 минут инкубирования (Рисунок 23). В течение 

последующего времени, на более поздних стадиях, появляется сигнал 4,6 ррm, соответствующий 

протону Н1 остатка β-фукозы. Аномер β-фукозы возникает в реакционной смеси в результате 

мутаротации (сигнал 4,45 ррm). Спустя 40 минут, на 1Н ЯМР спектре видно равновесие α- и β-

аномеров фукозы. Полученные в рамках эксперимента данные о том, что α-L-фукоза образуется 

во время начальной стадии гидролиза, служат очевидным доказательством того, что исследуемая 

α-L-фукозидаза катализирует гидролиз с сохранением конфигурации при аномерном центре 

гликоновой части субстрата и, следовательно, в течение каталитического цикла, она, вероятно, 

существует в виде промежуточного комплекса гликозил-фермент. 

 

 

Рисунок 23 – Частичные 1Н ЯМР спектры реакции гидролиза pNPFuc α-L-фукозидазой, 

иллюстрирующие образование аномерных протонов субстрата и образование α- и β-аномеров L-

фукозы в начальный момент времени, после 3 и 40 минут реакции. 

5.9      5.8      5.7     5.6      5.5     5.4      5.3     5.2      5.1      5.0     4.9     4.8      4.7     4.6      4.5      4.4     4.3 
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В соответствии с классификацией ферментов CAZy [55, 183], α-L-фукозидазы принадлежат 

к 29 и 95 семействам гликозид гидролаз, различаясь между собой механизмом катализа реакций 

гидролиза фукозидных связей. Представители 95-го семейства гликозидгидролаз катализируют 

гидролиз связей с α-L-фукозой с обращением аномерной конфигурации первого углеродного 

атома продукта. В свою очередь, представители 29 семейства являются сохраняющими 

ферментами, т.е. в результате гидролиза α-L-фукоза, остается в той же аномерной конфигурации, 

что и в исходной молекуле, подвергающейся гидролизу. Исследуемая FpFucA демонстрирует 

подобную стереохимию гидролиза. Полученные результаты подтверждают классификацию α-

фукозидазы из F. proliferatum LE1 как представителя 29 семейства гликозид гидролаз CAZy. 

 

3.4.5 Определение кинетических характеристик реакции гидролиза модельного субстрата 

pNPFuc, катализируемой FpFucA 

 

Кинетика реакции гидролиза pNPFuc, катализируемая исследуемой α-фукозидазой, в 

диапазоне концентраций субстрата 0,4 – 10,5 мМ подчиняется зависимости Михаэлиса-Ментена. 

Это подтверждается линейной зависимостью в координатах Лайнуивера-Берка (Рисунок 24). 

Кинетическая схема реакции в данном случае может быть представлена следующим уравнением: 

 

E + S 

 

 

ES 

P1 

 

ESʹ 

 

 

E + P2 

 

k1 

↔ 

↑ 

→ 

k5 

→ 

 

(3), 

k -1 k2   

где Е – фермент; S – субстрат; ES – фермент-субстратный комплекс; ESʹ - фукозил-

ферментный комплекс; Р1 – продукт реакции, формирующийся из агликоновой части субстрата 

(pNP для pNPFuc); Р2 – L-фукоза; k-1, k2 и k5 – константы скорости соответствующих стадий (k5 = 

k5 · [H2O]). 

Для α-L-фукозидазы были определены значения KM=1,10 ± 0.02 мМ, kкат = 39,8 ± 1,8 с-1, kэфф 

= 36,18 мM-1 · с-1 в диапазоне концентраций субстрата 0,4 – 10,5 мМ при исследовании гидролиза 

pNPFuc. Мы показали, что гидролитическая активность FpFucA по отношению к pNPFuc была 

самой высокой среди известных α-фукозидаз из грибов (Таблица 4). Однако некоторые 

бактериальные и несколько α-фукозидаз человека гидролизуют модельный субстрат pNPFuc 

более эффективно, чем FpFucA. Активность α-L-фукозидазы из F. proliferatum LE1 сопоставима 

с гидролитическими активностями рекомбинантной α-L-фукозидазы человека [53] и нескольких 

бактериальных α-L-фукозидаз [204, 208, 221], (Таблица 4). 
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В работе показано ингибирующее действие L-фукозы, а также 1-

деоксифуконоджиримицин-HCl на активность α-L-фукозидазы из F. proliferatum LE1 и 

определены константы ингибирования реакции гидролиза, катализируемой FpFucA (Таблица 10). 

L-Фукоза, конечный продукт действия α-L-фукозидаз, является конкурентным 

ингибитором активности FpFucA с константой ингибирования KI = 0,20 ± 0,05 мМ 

(Рисунок 24, А; Таблица 10). Для многих ферментов показано, что при накоплении конечного 

продукта ферментативной реакции, он может действовать как ингибитор фермента. При этом 

между субстратом и продуктом реакции происходит конкуренция за активный центр данного 

фермента, из-за чего снижается скорость реакции гидролиза или вовсе приостанавливается 

дальнейшее образование самого конечного продукта. 

1-Деоксифуконоджиримицин (DFJ) оказывает сильный ингибирующий эффект на 

активность фермента. Константа ингибирования для α-фукозидазы исследуемым соединением в 

реакции гидролиза pNPFuc равна KI = 7,1 ± 0,05 нМ (Рисунок 24, Б; Таблица 10). 

Деоксифуконоджиримицин (1,5-дидеокси-1,5-имино-L-фуцитол) - мощный и специфичный 

конкурентный ингибитор активности α-фукозидаз из различных организмов (Таблица 4) [333, 

334]. Данное соединение по структуре представляет собой аналог L-фукозы, где атом кислорода 

в цикле заменен азотом и отсутствует гидроксильный заместитель у С1. За время исследований 

функций и активности ферментов α-фукозидаз, это соединение многократно  модифицировали 

(N-метилирование; дабавление алкильного или арильного заместителя, смежного с атомом азота 

в кольце; изменение стереоизомерной конфигурации С-5 или заместителей у С-1) с целью 

повышения или ослабления ингибирующего эффекта и изучения вариантов взаимодействия с 

активным центром фермента [335, 336]. Для α-фукозидазы из печени человека показано, что все 

производные DFJ являются более эффективными конкурентными ингибиторами фермента в 

сравнении с такими соединениями как L-фуконолактон и L-фуконо-δ-лактам [335]. Короткие 

молекулы-ингибиторы α-фукозидаз нужны как для изучения работы фермента с 

фундаментальной точки зрения, так и имеют прикладные значения для лечения ряда 

патофизиологических состояний, при которых задействованы ферменты α-фукозидазы. 

Например, одним из вариантов необходимости разработки ингибирующих соединений и знаний 

о влиянии этих соединений на кинетические характеристики α-фукозидаз служит применение их 

для создания искусственного дефицита лизосомальной фукозидазы животных обратимым 

образом, имитируя генетический дефицит фермента в организме, что позволяет анализировать 

взаимодействия фермента с гликанами значимых гликопротеинов [335]. 
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Рисунок 24 – Зависимость скорости реакции гидролиза pNPFuc, катализируемой FpFucA, 

в присутствии различных концентраций ингибитора L-фукозы (А) или 1-

деоксифуконоджиримицин-HCl (Б). 

 

В лабораторных исследованиях достаточно часто используют буферные растворы на 

основе трис(гидроксиметил)аминометана (Трис). В настоящее время принято считать, что это 

соединение может влиять на активность некоторых гликозидаз, связываясь с активным центром 

фермента [337]. Нами проверено влияние Трис-HCl буфера на активность FpFucA. Согласно 

полученным данным, Трис является конкурентным ингибитором FpFucA в гидролизе pNPFuc с 

константой ингибирования KI = 12,2 ± 0,1 мМ (Рисунок 25; Таблица 10). Ингибирующее действие 

Трис также показано в отношении α-фукозидаз из F. graminearum (FgFCO1) (50 мM Tрис 

ингибирует) [14], Paenibacillus thiaminolyticus (iso1) (50 мM Tрис ингибирует) [12] и Biomphalaria 

glabrata [191]. Факт влияния Трис на активность α-фукозидаз на сегодняшний день в литературе 

остаётся без обсуждения. Тем не менее, для других известных гликозидаз имеются структурные 

данные, описывающие механизм взаимодействия Триса с активным центром фермента. 

Считается, что структура молекулы Триса имитирует гидроксильные группы сахарных колец. 

Трис связывается с -1 сайтом активного центра вблизи нуклеофила и каталитической кислоты и 

действует как конкурентный ингибитор для гликозидгидролаз. Примерами ферментов, для 

которых подтверждён этот эффект, служат целлобиогидролаза GH7 [338], амилаза из GH13 [339], 

глюкоамилаза GH15 [340], 1,3-1,4-β-D-глюканаза [341]. Несмотря на оптимальный диапазон 

значений рН для исследуемой FpFucA в диапазоне 4,5 – 6,0, для большинства организмов 

буферные свойства при рН 7—9 соответствуют физиологическим значениям рН. Эти свойства и 

низкая стоимость делают Трис одним из часто используемых буферов для биохимии.  
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Рисунок 25 – Ингибирующий эффект Трис-HCl на активность FpFucA. Зависимость 

скорости реакции гидролиза pNPFuc, катализируемой FpFucA, в присутствии 50 мM калий-

фосфатного буфера, pH 7,4 (0 мМ Триса), 20 мM или 50 мM Трис-HCl буфера, pH 7,4 

 

Таблица 10 – Константы ингибирования реакции гидролиза pNPFuc, катализируемой α-L-

фукозидазой из F.proliferatum LE1 

Ингибитор Структурная формула KI 

L-Фукоза 
 
 0,20 ± 0,05 мМ 

1-Деоксифуконоджиримицин-НСl 
 

7,1 ± 0,05 нМ 

Трис(гидроксиметил)аминометан 
 

12,2 ± 0,1 мМ 

 

3.4.6 Определение субстратной специфичности FpFucA 

 

Способность FpFucA катализировать отщепление различных моносахаридов от 

гликоконъюгатов была проверена с использованием семи различных pNP-гликозидов как 

возможных субстратов для фермента: pNPFuc, pNPαGal, pNPβGal, pNPβFuc, pNPNAcβGlc, 

pNPNAcαGlc, pNPNAcαGal. Было показано, что FpFucA способна гидролизовать только pNРFuc 

из использованных pNP-гликозидов, что говорит о том, что фермент не может разместить 

никакой из гликозидных остатков кроме L-фукозы в -1 субсайте активного центра. 

Определены относительные скорости катализируемого FpFucA гидролиза некоторых 

фукозилированных олигосахаридов с различными типами связи: L-Fuc-α-OPr и набора 

фукобиозидов с тремя различными типами связи (Таблица 11). 
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Таблица 11 – Кинетические параметры реакций гидролиза фукозосодержащих субстратов, 

катализируемые FpFucA (рН 5,5; 37°С) 

Субстрат KM, мМ* Скорость гидролиза, с-1 ** kэфф, мM-1 с-1 

pNPFuc 1,10 ± 0.02 39,8 ± 1,8 36,18 

L-Fuc-α-OPr 1,67 ± 0.08 0,40 ± 0,01 0,24 

L-Fuc-α-(1→2)-L-Fuc-α-OPr 1,23 ± 0.06 (4,0 ± 0,1) · 10-3 3,3 · 10-3 

L-Fuc-α-(1→3)-L-Fuc-α-OPr 3,0 ± 0.1 (2,20 ± 0,07) · 10-3 0,7 · 10-3 

L-Fuc-α-(1→4)-L-Fuc-α-OPr 0,53 ± 0.03 (3,6 ± 0,1) · 10-3 6,8 · 10-3 
(*) Константа Михаэлиса KМ для фукобиозидов и пропилфукозида принята равной константе 

ингибирования KI и была оценена в гидролизе pNPFuc как функция от концентрации 

соответствующего ингибитора. 
(**) Скорости реакции гидролиза определяли из экспериментов с фиксированным [S0]. 
 

Оценка значений кинетического параметра KМ была выполнена как KI для пропилфукозида 

и фукобиозидов, поскольку мы рассматривали их как конкурентные субстраты при гидролизе 

хромогенного субстрата pNPFuc. Конкурентный тип ингибирования был подтверждён анализом 

измеренных кривых кинетики, как функция от концентрации ингибитора (Приложение А). В 

каждом случае кажущаяся максимальная скорость (Vмакс) не зависела от концентрации 

ингибитора, что является показателем конкурентной модели ингибирования. Для такого типа 

ингибирования определение констант ингибирования является очень удобным способом оценки 

сродства различных субстратов [342]. В частности, это правило наиболее верно, когда 

конкурирующие нехромофорные субстраты могут быть преобразованы в продукты со 

значительно меньшей скоростью, чем хромофорные, как в случае с pNPFuc (Таблица 11). 

Аналогично выполненным нами измерениям, такой же подход использован для определения 

кинетических констант при гидролизе дигалактозидов, катализируемых α-D-галактозидазой из 

Thermotoga maritima [343]. Следует отметить, что синтезированные фукобиозиды имеют 

пропильную группу, защищающую восстанавливающий конец дисахарида. Поэтому перед 

анализом активности FpFucA в гидролизе этих субстратов было определено влияние скорости 

расщепления фукозы от пропильной группы на общую скорость гидролиза фукобиозидов с 

различными типами связи. Было показано, что скорость гидролиза пропилфукозида на два 

порядка выше, чем скорость гидролиза дифукозидной связи в фукобиозиде. Таким образом, это 

был самый быстрый этап и можно было пренебречь при сравнительном анализе фукобиозидов с 

различными типами связей. Было обнаружено, что FpFucA гидролизует расщепление α-(1→4)-

связи в 2 и примерно в 10 раз более эффективно (параметр kэфф), чем расщепление α-(1→2)- и α-

(1→3)-связей, соответственно (Таблица 11). Несмотря на то, что скорости гидролиза для всех 
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исследуемых фукобиозидов были практически равны, основное влияние на каталитическую 

эффективность оказывало значение константы KМ, которая характеризовала аффинность 

субстрата к активному центру фермента. Наибольшее сродство наблюдалось для L-Fuc-α-(1→3)-

L-Fuc-α-OPr, а самое низкое для L-Fuc-α-(1→4)-L-Fuc-α-OPr. Использование дифукозидов с 

«чистой» фукозидной связью не часто используется для характеристики субстратной 

специфичности α-L-фукозидаз. Такие субстраты были описаны для исследования 

гидролитической способности α-фукозидазы из A. niger [193], но в работе не были приведены 

численные значения активности. Единственной охарактеризованной α-L-фукозидазой, для 

которой наиболее предпочтительной для гидролиза является α-(1→4)-связь, является α-L-

фукозидаза I из миндальной эмульсии [194] (Таблица 5). Способность гидролизовать любые 

другие фукозилированные сахариды не описана для этой α-фукозидазы. 

Семейство α-L-фукозидаз GH29 имеет различные субстратные предпочтения. Основываясь 

на разнообразных биохимических, филогенетических и структурных данных, исследователи 

склонны делить это семейство на два основных подсемейства. Работа по подтверждению 

существования двух подсемейств GH29 выполнена на основе α-фукозидаз из Bacteroides 

thetaiotaomicron [51]: бактериальная фукозидаза подсемейства A способна гидролизовать 

широкий спектр фукозилированных соединений, в том числе и модельный субстрат pNPFuc, 

тогда как представители подсемейства B катализируют, в основном, реакцию гидролиза α-

(1→3/4)–связей и практически не проявляет активность по отношению к pNPFuc. Такие 

«предпочтения» при гидролизе фукозилированных соединений были объяснены наличием 

консервативной аминокислоты триптофана (Trp) в активном сайте представителей подсемейства 

B, которая образует дополнительный сахар-связывающий субсайт, специфичный для α-(1→3/4)-

связанных фукозильных остатков. 

Часто субстратную специфичность α-L-фукозидаз тестируют в реакции гидролиза 

фукозилированных разветвлённых олигосахаридов, у которых остатки L-фукозы присоединены 

к остаткам Gal или GlcNAc. Способность отщеплять L-фукозу от разветвленного олигосахарида 

является одним из основных критериев классификации бактериальных α-L-фукозидаз на 

подсемейства A или В, в соответствии со структурными доказательствами, полученными 

Sakurama и соавторами [51]. Основываясь на филогенетических данных, авторы включили в эту 

классификацию α-L-фукозидазы растений и животных, но имеющиеся в литературе данные не 

всегда не подтверждают это правило (Таблица 5). 

Для исследования субстратной специфичности α-L-фукозидазы из F. proliferatum LE1, 

помимо хромофорного субстрата pNPFuc и дифукозидов с различными типами связи, были 

использованы фрагменты натуральных олигосахаридов различной структуры (Таблица 12). 

Показано, что FpFucA катализирует с различной скоростью гидролиз используемых в работе 
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фукозилированных олигосахаридов. Фермент FpFucA расщепляет α-(1→4)- и α-(1→6)-связи 

между L-фукозой и остатком GlcNAc в дисахарид-замещенном полиакриламидном полимере (L-

Fuc-α-(1→4)-D-GlcNAc-PAA) и в 6-O-α-L-Fuc-N,Nʹ-диацетилхитобиозе, соответственно. 

Известно, что фукозилирование GlcNAc в положениях α-(1→3/4)- характерно для N- и О-

гликанов у человека и растений, а в положении α-(1→6)-хитобиоза характерно лишь для N-

гликанов. Структура N-гликанов Gal-(1→4)[Fuc-(1→6)]GlcNAc является основной для N-

гликанов, напрямую связываясь одной единицей GlcNAc с Asn. Характер гликозилирования 

гликопротеина играет важную роль для его функционирования, оказывая влияние на его 

способность правильно укладываться, на устойчивость к протеолитическому и/или другому виду 

расщепления, на каталитическую активность и на способность гликопротеина должным образом 

взаимодействовать с другими молекулами. Поэтому активность гидролитических ферментов 

мицелиального гриба в отношении растительных гликопротеинов может играть существенную 

роль при развитии патогенных штаммов. Разнообразные структуры N-гликанов уже предложено 

анализировать с использованием набора экзо-гликозидаз [344]. 

Нами было установлено, что FpFucA гидролизует α-(1→2)-связи между L-фукозой и 

остатком Gal в сахариде Н-антиген типа II (Таблица 12). Стоит отметить, что α-L-фукозидаза 

была неактивна в отношении разветвленного фрагмента Lex, где L-фукоза присоединена к 

остатку GlcNAc в третьем положении сахаридного кольца. 

Поскольку для определения субстратной специфичности α-фукозидазы FpFucA было 

использовано ограниченное количество субстратов, а также из-за отсутствия трёхмерных 

структур фермента с лигандами и без них, затруднительно сделать однозначные выводы о 

региоселективности FpFucA при гидролизе данных фукозилированных олигосахаридов. Однако 

очевидно, что остатки сахаров, окружающие расщепляемую ферментом гликозидную связь, 

сильно влияют на активность FpFucA. Из полученных данных можно предположить, что 

активный центр фермента потенциально легче вмещает линейные олигосахаридные структуры, 

чем разветвлённые. 

 

Таблица 12 – Субстратная специфичность фермента FpFucA 

(*) Значение скорости гидролиза для каждого субстрата определено в эксперименте при 

фиксированном значении [S0] при стандартных условиях. 

Субстрат Скорости гидролиза, с-1 * 

D-Gal-β-(1→4)-(L-Fuc-α-(1→3))-β-D-GlcNAc-OMe (LeX) Нет активности 
L-Fuc-α-(1→2)-D-Gal-β-(1→4)-β-D-GlcNAc-OMe (Led) (55 ± 2) · 10-3 
L-Fuc-α-(1→4)-GlcNAc-PAA (10 ± 1) · 10-3 
6-O-α-L-Fuc-N,Nʹ-диацетилхитобиоза 
D-GlcNAc-β-(1→4)-(L-Fuc-α-(1→6))-β-D-GlcNAc-ОМе 

(17,4 ± 0,5) · 10-3 
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Экспериментальные данные по субстратной специфичности биохимически 

охарактеризованных α-L-фукозидаз очень разнообразны (Таблица 5). Например, α-L-фукозидазы 

из моллюсков и человека, за некоторыми исключениями, проявляют гибкость в отношении 

гидролизуемых субстратов. α-Фукозидазы из грибов, также, как и бактериальные α-фукозидазы 

[51], были сгруппированы в два подсемейства в соответствии со сходством их аминокислотных 

последовательностей [213]. При помощи полученных кристаллических структур α-L-фукозидазы 

из F. graminearum были выявлены открытые и закрытые конформации активного участка, в 

которых была определена аминокислота Glu, выполняющая роль общей кислоты/основания, и 

аминокислотный остаток Asp, играющий роль нуклеофила. Известно, что эти аминокислоты 

характерны и для некоторых бактериальных GH29-фукозидаз. 

На основании данных выравнивания последовательности FpFucA и последовательностей 

предполагаемых GH29 α-L-фукозидаз из других микроорганизмов, было построено 

филогенетическое дерево для классификации исследуемого фермента относительно 

подсемейства A или B семейства GH29 α-L-фукозидаз с помощью алгоритма Blastp 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) (Рисунок 26). Согласно данным филогенетического анализа и 

полученным экспериментальным результатам по субстратной специфичности исследуемого 

фермента, α-L-фукозидазу из F. proliferatum можно классифицировать, как члена подсемейства 

A 29-го семейства гликозидгидролаз базы данных CAZy [55], представители которого 

характеризуются широкой субстратной специфичностью. 

При изучении двух α-фукозидаз из мицелиальных грибов рода Fusarium [14], авторы, на 

основании выравнивания последовательностей, показали, что GH29 семейство α-фукозидаз 

включает α-L-фукозидазы из различных грибных источников. В это семейство входят ортологи 

α-фукозидаз из рода Fusarium (FoFCO1 из F. oxysporum, FgFCO1 из F. graminearum, фукозидаза 

из F. verticillioides) [14]. Стоит отметить, что при разделении грибных фукозидаз 29го семейства 

на два подсемейства на основании известных геномных последовательностей, подсемейство А 

включает в себя наибольшее количество грибных α-фукозидаз (принадлежит FoFCO1), тогда как 

подсемейство В – немногочисленно (включает FgFCO1). Было показано, что подсемейство А 

распространено среди аскомицетов, базидиомицетов и также присутствует у зигомицетов Mucor 

circinelloides (Mucoromycotina). Среди известных геномов базидиомицетов не обнаружено α-

фукозидаз подсемейства В. Интересен тот факт, что в геноме мицелиального гриба Trichoderma 

reesei, источника многих промышленно важных ферментов, вовсе не найдено ферментов 

подсемейства GH29, хотя показана, по крайней мере, одна предсказанная α-фукозидаза из GH95. 

Некоторые грибы, например, Magnaporthe grisea, имеют несколько генов α-фукозидаз: два члена 

подсемейства А и одно из подсемейства В. Для многих грибов вовсе не показано наличие в 

геноме последовательностей α-фукозидаз. 
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Рисунок 26 – Филогенетическое дерево, построенное на основе последовательности 

FpFucA и предполагаемых GH29 α-L-фукозидаз из других микроорганизмов. 

 

3.4.7 Подбор условий ферментативного гидролиза фукоидана 

 

Задача найти, охарактеризовать и разработать эффективные биокатализаторы, способные 

селективно деполимеризовать сульфатированный полисахарид фукоидан, актуальна на 

современном этапе исследований этого класса соединений. Для подбора условий 

ферментативного гидролиза, нами была выделена грубая фракция фукоидана из бурых 

водорослей L. digitatа, которую затем фракционировали с использованием анионообменной 

хроматографии. В результате, после элюирования раствором NaCl с концентрацией 0,75М, 1М и 

1,25М, были получены фракции 0,75F, 1F и 1,25F, соответственно. 

Фракция 0,75F была использована для дальнейшей работы по подбору условий для 

ферментативного гидролиза. Для этого предварительно был определён моносахаридный состав 

образца методом газо-жидкостной хроматографии (Таблица 13). 
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Таблица 13 – Моносахаридный состав фракции фукоидана из L. digitatа, элюированной 0,75М 

NaCl 

 

Исходя из данных о структуре фукоиданов, в их дефрагментации могут принимать участие 

разные ферменты, специфичные к определённым участкам молекулы. Аналогично 

целлюлолитическому комплексу ферментов, данный комплекс может включать комбинацию 

гликозидгидролаз экзо- и эндо-действия: фукоиданазы (эндо-действия), фукозидазы (экзо-

действия); сульфатазы, а также глюкозидазы, маннаназы, ксилозидазы, галактозидазы и 

галактаназы. Поскольку фукоиданы, кроме L-Fuc, могут содержать в своём составе D-Xyl, D-Gal, 

D-Glc, D-Man, то для целевой фрагментации, а также, в перспективе, для установления 

возможных структурных особенностей этих соединений, нами была предпринята попытка 

подобрать состав смеси ферментов класса гликозидаз, имеющихся в лабораторной коллекции, 

для гидролиза фукоидана. Индивидуальные ферментные препараты в реакционной смеси были 

использованы в следующих комбинациях: вариант А содержал только FpFucA; вариант Б — 

«коктейль» ферментов, включающий β-глюкозидазу из S. candidum 3C, β-галактозидазу из 

Penicillium sp., β-маннозидазу из T. reesei, β-ксилозидазу из A. awamori и FpFucA; вариант В — 

комбинация Б без FpFucA; вариант Г — комбинация Б с добавлением сульфатазы FpC. 

Предварительные результаты свидетельствуют о том, что при использовании в реакции 

гидролиза фукоидана смеси ферментов гликозидаз без добавления α-фукозидазы из F. 

proliferatum LE1 (вариант В) происходит образование моносахаридов D-Xyl и D-Gal (Рисунок 

27). При добавлении к раствору фукоидана только FpFucA (вариант А), в реакционной смеси 

образуется L-фукоза и D-галактоза. При этом, при использовании FpFucA совместно с 

гликозидазами (вариант Б) происходит образование трёх моносахаридов D-Xyl, L-Fuc и D-Gal со 

значительно более высоким количеством моносахарида L-Fuc по сравнению с вариантом А и 

моносахаридов D-Xyl и D-Gal относительно варианта В. Данный факт подтверждает участие 

FpFucA в гидролизе молекулы фукоидана сложного состава. При этом, согласно полученным 

данным, можно высказать предположение о том, что при использовании FpFucA без 

дополнительных гликозидгидролизующих ферментов происходит освобождение лишь 

доступных боковых остатков L-фукозы, в то время как при использовании комбинации 

гликозидгидролаз происходит синергетическое действие каждого из используемых ферментов. 

Состав фракции фукоидана, % 

L-Fuc D-Xyl (α- и β-) D-Gal (α- и β-) D-Glc (α- и β-) Сульфаты 

12,5 39,8 16,4 9,1 19,8 
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Известно, что фукоиданы являются сульфатированными молекулами. Для исследования 

роли сульфатазы FpC в отщеплении сульфатных групп от молекулы фукоидана, была 

использована комбинация ферментов Г, содержащая, помимо комплекса гликозидгидролаз, и 

сульфатазу. Нам не удалось детектировать методом ТСХ существенного различия между 

продуктами ферментативного гидролиза при использовании комбинаций ферментов Б и Г. 

Рисунок 27 – ТСХ-анализ ферментативного гидролиза фракции фукоидана 0,75F из бурых 

водорослей L. digitatа комбинациями гидролаз. Обозначения: К – контроль фракции фукоидана; 

А-Г – комбинация ферментов в реакционной смеси; Fuc – фукоза; Xyl – ксилоза; Gal – 

галактоза. 

 

Известно, что некоторые α-фукозидазы активны в гидролизе сложных олиго- и полимерных 

молекул. Так, для нескольких α-фукозидаз из грибов рода Fusarium показана активность в 

отношении олигомерных фрагментов растительных ксилоглюканов, где остаток L-Fuc связан 

α(1→2)-связью с остатком Gal [14, 28]. Другие известные α-фукозидазы активны в гидролизе 

полимерных соединений высших животных – муцинов. Биодеградация природных 

полисахаридов, как правило, осуществляется, комплексом ферментов. Из-за концевого 

расположения остатков Fuc в поли- и олигосахаридах, для максимального гидролиза исходных 

соединений действие α-фукозидаз должно быть выполнено раньше действия других гликозидаз, 

которые будут отщеплять сахара боковой цепи [344]. Другими полимерными субстратами для α-

фукозидаз являются фукоиданы. Интерес к подбору условий для селективного расщепления 

полимерных молекул фукоиданов весьма высок в научном сообществе. Имеются данные о 

гидролизе фукоиданов, полученные методом ТСХ-анализа реакционной смеси с использованием 

α-фукозидаз [10, 11, 191, 261]. При этом, в некоторых работах говорится о том, что 

индивидуальные ферменты α-фукозидазы неактивны в отношении молекулы фукоидана, 

несмотря на их широкую субстратную специфичность в отношении других фукозилированных 

молекул [24, 345]. Часто модификации фукоидана осуществляли грубой смесью ферментного 

препарата, содержащего фукозидазную и/или сульфатазную активность. Роль ферментов 

К   А    Б    В    Г  Fuc  Xyl  Gal 
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сульфатаз в деградации фукоиданов в литературе описана мало. Известно, что сульфатазы из 

морских моллюсков Littorina sitkana и Turbo сhrysostomus не действовали на полимерные 

субстраты, такие как декстран сульфат и фукоидан из Fucus evanescens, а также на 

сульфатированные производные фукозы [346]. Среди известных грибных сульфатаз не 

охарактеризовано ферментов сульфатаз, активных в отношении полимерных сульфатированных 

субстратов (Таблица 2). 

 

3.4.8 Исследование трансгликозилирующей активности FpFucA 

 

Характерным свойством сохраняющих гликозидгидролаз является трансгликозилирующая 

активность, которая выражается в способности ферментов катализировать реакцию переноса 

гликозильного остатка исходного субстрата (донора) не только на молекулу воды, но и на иную 

молекулу акцептора, имеющую по меньшей мере одну гидроксильную группу [185, 268]. Исходя 

из того, что исследуемая α-фукозидаза катализирует гидролиз с сохранением конфигурации 

аномерного центра, было проведено исследование трансгликозилирующей активности данного 

фермента. Способность катализировать реакции трансфукозилирования очищенной FpFucA 

была показана с использованием в качестве донора pNPFuc и различных акцепторов: pNPFuc, 

pNP-гликозидов и алифатических спиртов. 

В области высоких концентраций субстрата (10,5 мМ и более) фермент катализирует 

реакцию трансгликозилирования. Минимальная кинетическая схема с учетом реакции 

трансгликозилирования может быть представлена следующим образом: 

 

  

k1 

↔ 

 P1 

↑ 

→ 

 трансгликозилирование 

 

E + S 

 

ES 

 

ESʹ + S 

k3 

→ 

 

ESʹS 

k4 

→ 

 

E + SʹS 

 

(4), 

 k -1 

 

 

 k2 

 

 

    ↓k5 

E + P2 

гидролиз 

     

где Е – фермент; S – субстрат; ES – фермент-субстратный комплекс; ESʹ - фукозил-

ферментный комплекс; Р1 – продукт реакции, формирующийся из агликоновой части субстрата 

(pNP для pNPFuc); Р2 – L-фукоза; SʹS – продукт реакции трансгликозилирования; k1, k-1, k2, k3, k4 

и k5 – константы скорости соответствующих стадий (k5 = k5 · [H2O]). 
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3.4.8.1 Реакции трансгликозилирования с pNP-гликозидами в качестве акцепторов 

 

Исследуемая FpFucA способна образовывать pNP-дифукозид при использовании pNPFuc в 

качестве донора и акцептора. Для исследования способности синтеза pNP-дифукозида 

(pNPFucFuc) ферментом FpFucA использовали высокие концентрации донора/акцептора pNPFuc 

в реакции. Из-за низкой растворимости pNPFuc, в реакционную смесь добавляли 10% (об. / об.) 

ДМФА, что практически не снижало гидролитическую активность α-L-фукозидазы из F. 

proliferatum LE1. Продукты трансгликозилирования определяли и разделяли методом ВЭЖХ с 

использованием обращено-фазовой хроматографии (Рисунок 28). Выход продукта 

трансгликозилирования составил 1,5% от суммы всех продуктов, полученных при протекании 

данной реакции.  

Рисунок 28 – Профиль ВЭЖХ элюции продуктов реакции гидролиза и 

трансгликозилирования, катализируемой FpFucA (красная линия) и контроль субстрата pNPFuc 

(черная линия). 

 

Фракция, соответствующая предполагаемому пику продукта реакции 

трансгликозилирования (предположительно pNP-дифукозид) была лиофильно высушена и 

подвергнута анализу методом масс-спектрометрии в системе LC/MSD-TOF с 

электростатическим распылением (ESI) в режиме регистрации положительных ионов. В 

результате времяпролетной масс-спектрометрии предполагаемого pNP-дифукозида был получен 

спектр, на котором наблюдались пики с общей интенсивностью m/z 449,151 и m/z 880,311 

(Рисунок 29). 
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Эти значения m/z коррелируют с теоретическими значениям m/z [M+NH4]+ для pNPFucFuc 

(m/zрасчетное 449,17659) и монодиассоциированного димерного катиона [2M+NH4]+ (m/zрасчетное 

880,331) C18H25O11N, соответственно. Полученные данные подтверждают предположение о том, 

что продуктом реакции трансгликозилирования, катализируемой FpFucA, где донором и 

акцептором выступал pNPFuc, является pNPFucFuc (pNP-дифукозид, C18H25O11N). 

Рисунок 29 – Масс-спектр соединения, полученного в результате реакции 

трансгликозилирования, с временем удержания TR=15,7 мин. 

 

Некоторые α-фукозидазы проявляют строгую региоселективность, образуя только один тип 

связи между L-фукозным остатком и молекулой акцептора [29]. Говоря о селективности 

катализируемой гликозидазами реакции трансгликозилирования стоит отметить, что лишь 

некоторые ферменты способны осуществлять самоконденсацию донора реакции: иногда для 

некоторых α-L-фукозидаз и других гликозидаз донор моносахарида может также 

функционировать как акцептор. Среди α-L-фукозидаз такой способностью обладает небольшое 

количество ферментов [285, 347]. 

Методом тонкослойной хроматографии (ТСХ) было показано, что FpFucA способна 

переносить остаток L-фукозы на гидроксильную группу гликоновой части pNP-гликозидов: 

pNPαGal, pNPβGal, 2NPαGlc, pNPβGlc, pNPβXyl и pNPFuс (Рисунок 30), когда донором в реакции 

выступал pNPFuc. Стоит отметить, что в реакциях с использованием pNPαGal, oNPαGlc и 

pNPβXyl в качестве акцептора, методом ТСХ было детектировано образование двух продуктов 

реакции трансгликозилирования. 
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Рисунок 30– ТСХ-анализ реакций трансфукозилирования, катализируемых FpFucA, с 

использованием pNP-гликозидов в качестве акцепторов и pNPFuc в качестве донора L-фукозы. 

1-8 – контроли, 9-14 – реакционные смеси (р.с.): 1. п-нитрофенол; 2. pNPFuc; 3. pNPαGal; 4. 

pNPβGal; 5. pNPαGlc; 6. pNPβGal; 7. pNPβXyl; 8. α-L-фукоза; 9. р.с., содержащая pNPFuc в 

качестве донора и акцептора; 10. р.с. с pNPαGal; 11. р.с. с pNPβGal; 12. р.с. с oNPαGlc; 13. р.с. с 

pNPαGal; 14. р.с. pNPβGlc в роли акцепторов. Продукты реакции трансгликозилирования 

указаны стрелками. 

 

3.4.8.2 Реакции трансгликозилирования, катализируемые FpFucA, с алифатическими 

спиртами в качестве акцепторов 

 

Для исследования реакции трансгликозилирования со спиртами в качестве акцепторов 

были использованы метанол, этанол и 1-пропанол. Для оценки эффективности реакции 

трансфукозилирования используемых акцепторов, реакцию проводили до трех разных значений 

степени гидролиза субстрата pNPFuc для каждого из используемых в исследовании спиртов: 28, 

48 и 58% для MeOH, 23, 30 и 35% для EtOH и 17, 30, 37% для PrOН. Образование продуктов 

реакции трансгликозилирования предварительно детектировали методом ТСХ. Количественное 

определение и структуру продуктов реакций трансгликозилирования анализировали методом 1Н 

ЯМР-спектроскопии. Химические сдвиги, характерные для каждого продукта, согласуются с 

данными для метил-L-фукопиранозида [348], этил-L-фукопиранозида и пропил-L-

фукопиранозида [349], соответственно в реакциях, где акцептором выступали метанол, этанол и 

1-пропанол. Была выполнена оценка эффективности трансгликозилирования (e) путем сравнения 

полученных значений отношения скорости реакции трансгликозилирования (vтранс) к сумме 

скоростей трансгликозилирования и гидролиза pNPFuc (vгидр), отслеживая изменение 

концентрации акцептора или донора с течением времени. Параметр эффективности 
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трансгликозилирования выражает вероятность или предпочтение трансгликозилирования по 

сравнению с гидролизом и может быть рассчитан с использованием уравнения (5): 

e = vтранс (5). vгидр + vтранс 
 

Экспериментальные данные, полученные из ЯМР-анализа, в трех временных точках, 

соответствующих различным степеням гидролиза субстрата для используемых в исследовании 

спиртов, были использованы для расчётов. Соотношение микроскопических констант для 

трансгликозилирования и гидролиза kтранс/kгидр (6) оценивали как отношение скоростей 

трансгликозилирования и гидролиза vтранс/vгидр, которое может быть связано с образованием 

промежуточного соединения гликозил-фермента [E · βFuc] в обоих реакционных путях (гидролиз 

и трансгликозилирование) и в соответствии с законом действующих масс. Значения скорости 

гидролиза и трансгликозилирования можно рассчитать с использованием формул (7): 

 

kтранс =  vтранс  [H2O]                  (6), kгидр vгидр  [Акцептор] 
где 

vгидр = kгидр · [E · βFuc] · [H2O] 
(7).. 

vтранс = kтранс · [E · βFuc] · [H2O] 

В Таблице 14 приведены значения эффективности (е) и отношения микроскопических 

констант реакций трансгликозилирования и гидролиза, катализируемых FpFucA, для различных 

акцепторов. Наибольшее отношение констант скоростей было для 1-пропанола относительно 

полученных значений для этанола и метанола. Данный факт может указывать на значительное 

гидрофобное взаимодействие акцептора с активным центром. Это взаимодействие может 

объяснить увеличенное сродство субстрата при гидролизе L-Fuc-α-(1→4)-L-Fuc-α-OPr, 

поскольку 1-пропанол может быть мимикой метильной группы L-фукозы в +1 сайте фермента. 

 

Таблица 14 – Определение эффективности трансгликозилирования FpFucA с использованием 

алифатических спиртов в качестве акцепторов 

Акцептор Эффективность, е Отношение kтранс/kгидр 
Метанол 0,12 ± 0.01 0,72 
Этанол 0,07 ± 0.01 0,65 

1-Пропанол 0,17 ± 0.01 3,59 
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Показано, что многие α-L-фукозидазы семейства 29GH, обнаруженные в бактериях [12, 13, 

53, 285, 350, 351] и эукариотических организмах [10, 56, 212], обладают способностью 

катализировать реакции трансгликозилирования с различной эффективностью. FpFucA можно 

рассматривать как одну из нескольких α-L-фукозидаз, которые способны переносить 

фукозильный остаток на pNPFuc, образуя pNP-дифукозиды с детектируемым выходом. α-

Фукозидазы iso1 и iso2 из P. thiaminolyticus, α-фукозидаза дикого типа Tmafuc и набор мутантных 

α-фукозидаз из T. maritima [285] эффективно катализируют трансфукозилирование pNPFuc. Семь 

фукозидаз, полученных из почвенного метагенома, способны катализировать реакцию 

самоконденсации с pNPFuc [347]. Для грибных α-фукозидаз способность трансгликозилирования 

показана для частично-очищенных α-L-фукозидаз из Penicillium multicolor и Aspergillus niger, 

которые образуют фукозилированные дисахариды путём переноса L-фукозы на остатки D-Glc и 

D-GlcNAc [56, 215]. 

 

3.5 Получение и характеристика биокатализатора на основе иммобилизованной α-

фукозидазы из мицелиального гриба F. proliferatum LE1 

 

В последние десятилетия попытки осуществлять реакции гидролиза и синтеза целевых 

соединений с использованием ферментов стремительно развиваются. Одной из стратегий 

снижения затрат на получение ферментных препаратов гликозидаз без дополнительного 

повышения стоимости является повторное использование ферментов. Решением такой задачи 

может служить иммобилизация ферментов [30–32, 288, 290]. Иммобилизация гликозидаз может 

приводить к улучшениям некоторых параметров работы фермента, включая увеличение 

стабильности при хранении, стабильность физико-химических параметров и возможность 

повторного использования [289, 293, 294, 352–354]. Принимая во внимание эти соображения, 

нами была разработана методика иммобилизации α-L-фукозидазы из мицелиального гриба 

F.proliferatum LE1. 

 

3.5.1 Реакции гидролиза, катализируемые иммобилизованной α-L-фукозидазой из F. 

proliferatum LE1 

 

Из разнообразных существующих на сегодня видов иммобилизации был выбран недорогой 

и эффективный способ ковалентной перекрёстной сшивки с использованием глутарового 

альдегида в желатине. Глутаральдегид является одним из наиболее распространенных реагентов, 

используемых для стабилизации ферментов при получении иммобилизованных 
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биокатализаторов [355]. Стабилизирующий эффект глутаральдегида основан на формировании 

внутри- и межмолекулярного сшивок между молекулами фермента или сшивании между 

ферментом и носителем. 

Выход иммобилизованного фермента α-фукозидазы из F. proliferatum LE1 равен 98%, а 

активность иммобилизованного фермента относительно исходного фермента составила 67,5%. 

Снижение каталитической активности фермента в процессе иммобилизации происходит, 

вероятно, из-за сложности диффузионного доступа субстрата к активному центру фермента, а 

также ограничения его конформационной подвижности после многоточечного связывания с 

носителем. 

Для иммобилизованного биокатализатора α-фукозидазы FpFucA была показана 

возможность его использования в течение десяти повторяющихся циклов реакции гидролиза 

pNPFuc. После десятого цикла реакции гидролиза, фермент сохранял 96,4% активности от 

начальной (Рисунок 31). Влияние условий хранения иммобилизованного биокатализатора при 

4 °С в 50 мМ Na-ацетатном буфере, рН 5,2 проверяли каждую неделю на протяжении 2 месяцев. 

В результате, по истечении 2 месяцев хранения при вышеописанных условиях, гидролитическая 

активность фермента незначительно снижалась, сохраняя 85% активности по сравнению с 

исходной. Безусловно, при использовании современного метода иммобилизации фермента на 

монолитных дисках, иммобилизованный биокатализатор более стабилен при хранении и 

эффективен для использования на протяжении до 150 раз повторного использования при потере 

5-7% активности [289, 352]. Тем не менее, использование сшитой глутаральдегидом в желатине 

α-фукозидазы не уступает другим применяемым методам иммобилизации в стабильности 

фермента и по количеству раз повторного использования полученного биокатализатора [40, 356, 

357]. При этом, используемый в работе метод имеет ряд преимуществ по сравнению с 

коммерческими носителями: желатин широко распространен в природе, биоразлагаемый и имеет 

очень низкую стоимость. 

Рисунок 31 – Потенциал повторного использования иммобилизованной FpFucA в реакции 

гидролиза pNPFuc. 
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Таким образом, нами получен иммобилизованный биокатализатор FpFucA с 

использованием эффективного способа иммобилизации, что подтверждено высоким выходом 

иммобилизации и длительной стабильностью. Результаты, полученные при исследовании 

влияния иммобилизации FpFucA на кратность использования фермента показали 

перспективность использования полученного биокатализатора в непрерывном режиме в 

нескольких реакционных циклах гидролиза субстрата. 

Для иммобилизованного биокатализатора FpFucA были определены физико-химические 

параметры гидролиза pNPFuc в тех же условиях, что и для свободного ферментного препарата. 

Установлено, что иммобилизованная α-L-фукозидаза из F.proliferatum LE1 обладает наибольшей 

гидролитической активностью при рН 5,0, что соответствует оптимальному значению рН в 

гидролизе pNPFuc для свободного фермента (Рисунок 32, А). Иммобилизованный фермент 

стабилен в более широком диапазоне значений рН, чем свободный ферментный препарат. 

Иммобилизованный ферментный препарат сохранял от 70% более активности в диапазоне рН 3,0 

– 7,5 после предварительного инкубирования в соответствующем буфере при 37 °С в течение 16 

часов (Рисунок 32, Б). Таким образом, при сравнении рН-стабильности свободного и 

иммобилизованного фермента, можно говорить о том, что иммобилизованный фермент 

значительно стабильнее в области кислых значений рН, а также сохраняет стабильность в 

нейтральных и слабощелочных значениях рН аналогично свободному ферменту. При 

исследовании влияния температуры на активность иммобилизованного ферментного препарата 

было показано, что для иммобилизованной FpFucA характерен более широкий профиль 

зависимости гидролитической активности от температуры реакции по сравнению со свободным 

ферментом (Рисунок 32, В). Оптимальная температура реакции для иммобилизованного 

фермента является 40-50 °С, при этом при 30 и 60 °С гидролитическая активность фермента 

порядка 90% от максимальной при рН 5,0. Иммобилизованная α-фукозидаза более 

термостабильна, чем свободный фермент, что было проверено после 20 минут инкубирования 

фермента в диапазоне температур 10 – 80 °С (Рисунок 32, Г). Свободный фермент терял около 

половины активности уже при 50 °С, в то время как иммобилизованный ферментный препарат 

при этой температуре теряет 10 % активности. 

Известно, что повышение температуры при протекании ферментативной реакции изменяет 

гидролитическую активность, что можно объяснить, с одной стороны, воздействием на белковую 

часть фермента, приводя его к денатурации и снижению каталитической функции, а с другой 

стороны температура интенсифицирует скорость реакции образования фермент-субстратного 

комплекса и все последующие этапы преобразования субстрата. При иммобилизации фермента 

путем связывания молекул фермента с носителем, возрастает термостабильность 

иммобилизованного ферментного препарата. Например, после иммобилизации β-глюкозидазы из 
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мицелиальных грибов A. niger [353, 358], A. japonicus [354], A. awamori [314] стали значительно 

более термостабильны, чем их соответствующие свободные формы. Для ранее 

иммобилизованной α-L-фукозидазы из A. awamori показано [40], что иммобилизация не влияла 

на оптимальные значения рН действия фермента: оптимальное значение рН иммобилизованного 

фермента совпадает со значением для свободного фермента. Оптимальная температура 

гидролиза для иммобилизованной α-L-фукозидазы составила 50 °С, что на 10 °С выше по 

сравнению со свободным ферментом. 

Рисунок 32 – Влияние рН и температуры на активность и стабильность свободной (п.3.4.3) 

и иммобилизованной FpFucA в гидролизе рNPFuc. Зависимости для свободного фермента 

приведены для наглядности. А: Относительная активность свободной и иммобилизованной α-

фукозидазы при различных значения рН; Б: Остаточная активность свободной и 

иммобилизованной FpFucA после инкубирования фермента 16 часов при 37 °С в диапазоне 

значений рН 3,0–8,0; В: Влияние температуры на гидролитическую активность свободного и 

иммобилизованного фермента (рН 5,5); Г: Остаточная активность свободной и 

иммобилизованной α-L-фукозидазы после инкубирования фермента при различных 

температурах (20-80 °С, рН 5,5) в течение 20 мин. Обозначения: –●– - Иммобилизованный 

фермент; –×– - свободный ферментный препарат FpFucA (п. 3.4.3). 
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3.5.2 Реакции трансгликозилирования, катализируемые иммобилизованной FpFucA 
 

Трансгликозилирующая активность иммобилизованного ферментного препарата FpFucA 

была протестирована в реакциях с pNPFuc в качестве донора и акцептора. Изначально, для 

исследования трансгликозилирующей активности было определено влияние ДМФА на 

активность иммобилизованной α-L-фукозидазы. Активность иммобилизованного фермента 

снижалась на 12% в присутствии 10% (об. / об.) ДМФА. В свою очередь, добавление к 

свободному ферменту 10% ДМФА приводило к снижению гидролитической активности на 20% 

(Рисунок 33). При повышении концентрации ДМФА в реакции гидролиза pNPFuc, 

иммобилизованный ферментный препарат сохранял 80% активности, в то время как свободный 

фермент сохранял 60% активности. Устойчивость иммобилизованных ферментов к изменению 

физико-химических факторов реакции показана во многих работах: иммобилизованная β-

галактозидаза из B. circulans более термостабильна и стабильна при замораживании, а также в 

присутствии со-растворителей типа ДМФА [61]. 

Рисунок 33 – Влияние ДМФА на активность свободной и иммобилизованной FpFucA. 

 

При анализе методами ВЭЖХ и ТСХ продуктов реакции трансгликозилирования, 

катализируемой иммобилизованной α-фукозидазой, было обнаружено образование п-

нитрофенил дифукозида. В диапазоне концентраций 0 - 180 мМ pNPFuc, выступающего в 

качестве донора и акцептора, происходит увеличение выхода продукта реакции 

трансгликозилирования (Рисунок 34). Стоит отметить, что из-за низкой растворимости 

исходного субстрата, при использовании 10% ДМФА в реакционной смеси, нам не удалось 

осуществить дальнейшего повышения концентрации pNPFuc в реакции. При использовании в 

реакции 87,5 мМ pNPFuc, максимальный выход продукта реакции трансгликозилирования 

составил 1,5 % при рН 5,2 и температуре 37 °С. При проведении четырех повторных циклов 
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реакции трансгликозилирования, катализируемых иммобилизованным ферментным препаратом 

α-фукозидазы, выход продукта pNPFucFuc снижался лишь на 10% к четвертому циклу, что 

подтверждено методами ТСХ (Рисунок 35, А) и ВЭЖХ с последующим расчетом выхода 

продукта реакции путем интегрирования пиков (Рисунок 35, Б). 

Характеристика продукта реакции трансгликозилирования была выполнена методом масс-

спектрометрии. На полученном масс-спектре очищенного продукта реакции 

трансгликозилирования имеется только один пик, соответствующий иону [M + Na]+ и 

ассоциированные изотопные пики. Формирование диассоциированных аддуктов [M + 2Na]2+, 

монодиассоциированных димеров [2M + Na]+ подавлялось в условиях эксперимента. Расчетное 

значение m/z [M + Na]+ для pNPFucFuc (m/zрасчетное 454,1320) коррелирует с наблюдаемым 

экспериментальным значением m/z [M + Na]+ (m/zэкспериментальное 454,1320). Полученные данные 

подтверждают предположение о том, что продуктом реакции трансгликозилирования, 

катализируемой иммобилизованным биокатализатором FpFucA, где донором и акцептором 

выступал pNPFuc, является pNPFucFuc (pNP-дифукозид, C18H25O11N). 

Рисунок 34 – Зависимость выхода продукта реакции трансгликозилирования (pNPFucFuc), 

катализируемой иммобилизованной α-фукозидазой, от концентрации субстрата (pNPFuc). 

 

Использование иммобилизованных гликозидаз в синтезе олигосахаридов 

продемонстрировано для некоторых ферментов. Синтез гликосахаридов иммобилизованными 

ферментами является относительно слабо развитой областью исследований: имеется небольшой 

объем опубликованных исследовательских статей, посвященных этому вопросу, большинство из 

которых опубликованы в последние пять лет. Так, рекомбинантная β-галактозидаза из 

B. circulans, иммобилизованная ковалентно на CNBr-Sepharose, была использована в синтезе Gal-

β(1→3)-GalNAc дисахаридов, часто встречающихся в боковых цепях муцин-гликопептидов [61]. 
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При этом повышение в молярном соотношении донора приводило к повышению выхода 

синтезируемых продуктов. Другая рекомбинантная β-галактозидаза из Lactobacillus bulgaricus L3 

с присоединенным целлюлозо-связывающим доменом была иммобилизована путем адсорбции 

на микрокристаллической целлюлозе с эффективностью 61% [58]. Данный ферментный препарат 

был использован в синтезе галактоолигосахаридов путем многократного повторения реакции с 

одним и тем же препаратом иммобилизованного фермента с незначительной (15 %) потерей 

активности к двадцатому циклу реакций. Также иммобилизация β-галактозидазы 

промышленного класса из Aspergillus oryzae, подходящей для получения галактоолигосахаридов, 

была выполнена с использованием различных биокатализаторов для иммобилизации [57]. В 

результате реакции трансгликозилирования, катализируемой иммобилизованной экзо-

хитозаназой из Aspergillus fumigatus IIT-004, при использовании смеси глюкозамина и N-ацетил-

D-глюкозамина, происходит образование хитобиозы, что показано методом ТСХ [60]. 

 

Рисунок 35 – А: ТСХ-анализ четырех повторных реакций трансгликозилирования, 

катализируемых иммобилизованной α-фукозидазой из F.proliferatum LE1, детектируемый в УФ-

свете. I-IV – номер цикла реакции трансгликозилирования, катализируемый ИБ; Fuc, NP, 

pNPFuc – контроль фукозы, п-нитрофенола и п-нитрофенил фукозида, соответственно. Б: 

Потенциал повторного использования иммобилизованной α-фукозидазы в реакциях 

трансгликозилирования. 

 

Таким образом, в нашей работе получен гетерогенный биокатализатор α-L-фукозидазы из 

F.proliferatum LE1, отличающиеся высокой активностью, термостабильностью и способностью к 

многократному использованию в реакциях гидролиза и синтеза фукозилированных соединений. 
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ВЫВОДЫ 
 

1. Штамм Fusarium proliferatum LE1, выделенный при росте на поверхности раствора 

фукоидана, является продуцентом значимых ферментов класса гидролаз. 

2. Сульфатаза, выделенная из F. proliferatum LE1, является внутриклеточным ферментом, 

имеет молекулярную массу 65±1 кДа и, согласно результатам сравнения аминокислотных 

последовательностей, относится к подсемейству 11 S1 структурного семейства (S1_11) 

сульфатаз. 

3. α-L-Фукозидаза, выделенная из мицелиального гриба F. proliferatum LE1, 

предпочтительно катализирует гидролиз α-(1→4)-L-фукозидной связи, присутствующей 

в α-L-фукобиозидах с различными типами связей. В составе смеси ферментов, 

включающей β-глюкозидазу из S. candidum 3C, β-галактозидазу из Penicillium sp., β-

маннозидазу из T. reesei, β-ксилозидазу из A. awamori, FpFucA способна фрагментировать 

фукоидан сложного состава из бурых водорослей L. digitatа. 

4. α-L-Фукозидаза является представителем 29 структурного семейства подсемейства А 

(GH29A) гликозидгидролаз. FpFucA катализирует реакцию трансгликозилирования с 

образованием pNP-фукогликозидов, pNP-дифукозида, а также метил-, этил- и 

пропилфукозидов в качестве продуктов. 

5. Иммобилизованный ферментный препарат FpFucA устойчив к изменению физико-

химических параметров реакции и способен сохранять гидролитическую и 

трансгликозилирующую активность не менее 10 повторных реакционных циклов. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 
 

КСА (PSA) - картофельно-сахарозный агар (potato-sucrose agar) 

SNA — синтетическая среда Ниренберг (Synthetic Nutrient Agar) 

FpFucA — альфа-L-фукозидаза из Fusarium proliferatum LE1 

FpC — сульфатаза из Fusarium proliferatum LE1 

ВЭЖХ — высокоэффективная жидкостная хроматография 

ДСН (SDS) — додецилсульфат натрия 

ДТТ (DTT) — дитиотреитол 

ДМФА (DMFA) — диметилформамид 

ДЭАЭ-целлюлоза (DEAE-cellulose) — диэтиламиноэтил-целлюлоза 

ПААГ (PAGE) — полиакриламидный гель 

ТХУ — трихлоруксусная кислота 

УФ (UV) — ультрафиолетовое излучение, λ = 280-320 нм 

ЯМР (NMR) — ядерный магнитный резонанс 

ТСХ (TLC) — тонкослойная хроматография 

ЭДТА (EDTA) — этилендиаминтетрауксусная кислота 

об./об. – отношение объема к объему 

вес/об. – отношение веса к объему 

ед. — единицы 

н.о. — не определено 

KM (Km) — константа Михаэлиса 

kкат (kcat) — каталитическая константа скорости 

kэфф (keff) — константа эффективности 

KИ (KI) — константа ингибирования 

pI — изоэлектрическая точка 

МС — масс-спектрометрия 

МС/МС — двумерная масс-спектрометрия 

МАЛДИ (MALDI) — матрично-активированная лазерная десорбция/ионизация 

TOF –времяпролётный масс-анализатор (англ. Time-of-flight mass spectrometry) 

ESI – электростатическое распыление в режиме регистрации положительных ионов 

m/z – отношение массы к заряду; единица измерения, принятая в масс-спектрометрии 

CAZy – база данных Углевод-активных ферментов (англ. Carbohydrate-Active EnZYmes database) 

NCBI — Национальный центр биотехнологической информации США (англ. National Center for 

Biotechnological Information) 
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ФМСФ – фенилметилсульфонилфлюорид 

НАД+ – никотинамидадениндинуклеотид окисленная форма 

НАДН – никотинамидадениндинуклеотид восстановленная форма 

ТЕМЕД – тетраметилэтилендиамин 

ПСА — персульфат аммония 

ppm – часть на миллион 

пр.е. (AU, arb. unit, a.u.) – произвольная единица (англ. arbitrary unit) 

L-Fuc – L-фукоза 

D-Gal – D-галактоза 

D-Glc – D-глюкоза 

D-Xyl – D-ксилоза 

D-Man – D-манноза 

D-GlcNAc – N-ацетил-D-глюкозамин 

пНКС – п-нитрокатехол сульфат 

пНФС – п-нитрофенил сульфат 

pNPαGal – п-нитрофенил альфа-D-глюкопиранозид 

pNPβGal – п-нитрофенил бета-D-галактопиранозид 

2NPαGlc, oNPαGlc — о-нитрофенил альфа-D-глюкопиранозид 

pNPβGlс — п-нитрофенил бета-D-глюкопиранозид 

pNPβXyl – п-нитрофенил бета-D-ксилопиранозид 

pNPFuc — п-нитрофенил альфа-L-фукопиранозид 

pNPFucFuc — п-нитрофенил альфа-L-дифукозид 

Ser — серин 

Thr — треонин 

Asn — аспарагин 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 
Приложение А 

Кривые ингибирования для гидролиза pNPFuc, катализируемого FpFucA, в зависимости от 
концентрации пропилфукозида и фукобиозидов. 

Кажущиеся максимальные скорости Vмакс
каж и константы Михаэлиса KМ каж были определены в 

отсутствие или в присутствии 1-6 мМ L-Fuc-α-OPr (A); 0,5-5 мМ L-Fuc-α-(1→2)-L-Fuc-α-OPr 
(Б), 2-10 мМ L-Fuc-α-(1→3)-L-Fuc-α-OPr (В) и 0,6-3 мМ L-Fuc-α-(1→4)-L-Fuc-α-OPr (Г). 

Корреляционный график изменений кажущихся Vмакс
каж и KМ каж с увеличением концентрации 

ингибитора для каждого соединения подтверждает конкурентный тип ингибирования. 
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