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Аннотация. Целлюлазы, температурный оптимум которых сдвинут к экстремально высоким или низким значениям, 
представляют особый интерес, так как их применение позволяет более гибко регулировать технологические 
условия их промышленного использования. Тем не менее механизмы, объясняющие адаптации ферментов к 
предельным температурам, полностью не установлены. Целью проведенной работы являлось исследование 
методами биоинформатики зависимости структуры микробных эндоглюканаз от двух факторов – принадлеж-
ности продуцентов к разным таксономическим группам высшего ранга (бактерии, грибы, археи) и темпе-
ратурного оптимума их среды обитания (психро-, мезо- и термофилы). Ферменты, извлеченные из Uniprot и 
GenBank, анализировались с помощью попарного и множественного выравнивания последовательностей, 
попарного выравнивания пространственных структур и сравнения аминокислотных профилей. В результате 
показано, что последовательности кластеризуются в соответствии с систематикой продуцентов и не содержат 
паттернов, связанных с адаптациями к температурным условиям. В то же время аминокислотный профиль 
белков зависит также от температурных условий среды обитания микроорганизмов – частоты некоторых амино-
кислот (E, I, Y, D, Q) достоверно различаются у ферментов с разными температурными оптимумами. Также 
идентифицирована выборка ферментов с низкой идентичностью последовательностей, но с высоким сходством 
3D-структур, включающая как ферменты из близких таксонов, но с разным термооптимумом, так и эндоглю-
каназы из микроорганизмов, далеких в систематическом отношении, но обитающих в сходных температурных 
условиях. Помимо прочего, представлено обсуждение возможных механизмов наблюдаемых различий между 
показателями идентичности разных структурных уровней белка.
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Nevertheless, the mechanisms that explain enzymatic adaptations to limiting temperatures are not fully established. 
The study was aimed at using bioinformatics methods to examine how the structure of microbial endoglucanases 
depends on two factors: the belonging of producers to different taxonomic groups of higher rank (bacteria, 
fungi, and archaea) and the temperature optimum of their habitat (psychro-, meso-, and thermophiles). Enzymes 
retrieved from Uniprot and GenBank were analyzed via pairwise and multiple sequence alignment, pairwise 
structural alignment, and comparison of amino acid profiles. It is shown that the sequences cluster according to 
the systematics of producers and do not contain patterns associated with adaptations to temperature conditions. 
However, the amino acid profile of proteins depends also on the temperature conditions of the microbial habitat: 
the frequencies of some amino acids (E, I, Y, D, and Q) differ significantly in enzymes with different temperature 
optima. The study also identified a set of enzymes with low sequence identity but high similarity of 3D structures. 
This set includes enzymes from related taxa but with different temperature optima, as well as endoglucanases 
from microorganisms that are systematically distant while living under similar temperature conditions. Among other 
things, the possible mechanisms of the observed differences between the identity scores of different structural 
levels of protein are discussed.

Keywords: endoglucanases, psychrophiles, mesophiles, thermophiles, multiple alignment, amino acid composition
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ВВЕДЕНИЕ
Целлюлазы представляют собой ферменты, гидро-

лизующие 1,4-β-гликозидную связь между остатками 
глюкозы. Большинство целлюлаз являются мультидо-
менными белками, содержащими три функционально 
различающихся домена: каталитический, целлюлозос-
вязывающий и линкерный фрагмент между ними1. Цел-
люлазный комплекс микроорганизмов, как правило, 
состоит из ферментов нескольких типов, находящихся 
в синергических отношениях, что позволяет повысить 
эффективность гидролиза. Ключевую роль в таком ком-
плексе играют эндоглюканазы (КФ 3.2.1.4), которые 
расщепляют связи, удаленные от концов полимерной 
цепи, с образованием целлоолигосахаридов и умень-
шением степени полимеризации целлюлозы1 [1, 2].

Целлюлазы выполняют важнейшую биосферную 
функцию, участвуя в глобальном круговороте углерода [3, 4], 
но также они находят практическое применение во 
многих секторах экономики: аграрно-промышленном 
комплексе, энергетике, целлюлозно-бумажной, пищевой, 
текстильной промышленности [5, 6]. Технологии, осно-
ванные на использовании целлюлаз, экологически 
безопасны, что дает им преимущества в сравнении с 
традиционными производствами [7].

В последнее время особый интерес вызывают цел-
люлазы, температурный оптимум которых сдвинут к 
экстремально высоким или низким значениям. Тер-
мостабильные целлюлазы востребованы из-за более 
короткого периода гидролиза, меньшего риска загряз-
нения культуры посторонней микрофлорой и меньших 
затрат энергии на процесс охлаждения после предва-
рительной обработки [8–11]. Применение холодоак-
тивных ферментов позволяет снизить энергетические 
расходы на поддержание оптимальной температуры 
гидролиза [12, 13]. 

Термостабильность ферментов (в том числе, целлюлаз) 
связывают со многими факторами: аминокислотным 
составом, внутримолекулярными связями, гидрофобными 

взаимодействиями, компактностью пространственной 
структуры и т.д. [8, 9]. Белки психрофильных организмов 
имеют более длинные и гибкие линкеры, которые отли-
чаются от мезофильных аналогов аминокислотным 
составом и более слабыми внутримолекулярными 
взаимодействиями [14–17]. В то же время в целом 
механизмы, объясняющие адаптации целлюлаз к пре-
дельным температурам, не установлены. Применение 
биоинформатических методов может позволить не только 
понять эти механизмы, но и открыть перспективы в 
разработке новых биокатализаторов, сохраняющих 
активность в экстремальных условиях.

Цель проведенного исследования заключалась в 
выявлении в структуре микробных эндоглюканаз пат-
тернов, связанных с температурными условиями среды 
обитания их продуцентов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Общая схема исследований представлена на рис. 1
Из GenBank и UniProt было извлечено 105 амино-

кислотных последовательностей эндоглюканаз – по 
35 белков из мезо-, термо- и психрофильных микро-
организмов; 33 последовательности имели грибное 
происхождение, 59 – бактериальное, 13 – архейное.

Для анализа использовались как полноразмерные 
последовательности эндоглюканаз, так и фрагменты, 
соответствующие их каталитическим доменам. Так как 
для большей части выборки доменная структура не 
аннотирована, границы фрагментов идентифициро-
вались с помощью ресурса SWISS-MODEL2 [18]. 

Для всех последовательностей были определены 
частоты встречаемости аминокислот (в процентах). Для 
сравнения частотных распределений аминокислот у 
эндоглюканаз с разным температурным оптимумом 
использовались критерий согласия Пирсона (χ2) и дис-
криминантный анализ (Past.4.15).

Множественное выравнивание последовательностей 
осуществлялось в программе MEGA (11.0.9)3 по алго-

1 Саловарова В.П., Козлов Ю.П. Эколого-биотехнологические основы конверсии растительных субстратов: учеб. пособие. 
М.: Издательский дом «Энергия», 2007. 544 с.
2 SWISS-MODEL // Swissmodel.expasy.org. Режим доступа: https://swissmodel.expasy.org/ (дата обращения: 17.06.2024).
3 MEGA // Megasoftware.net. Режим доступа: https://www.megasoftware.net/ (дата обращения: 17.06.2024).
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ритму ClustalW, а построение дендрограмм – с исполь-
зованием модели генетических дистанций Maximum 
Likelihood и модели эволюции белков WAG [19].

Попарное выравнивание последовательностей 
проводилось в программе BLAST, попарное вырав-
нивание 3D-структур осуществлялось с помощью 
инструмента Pairwise Structure Alignment4. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В литературе уже отмечалось, что температурный 

оптимум ферментов связан с их аминокислотным 
составом. В термостабильных ферментах наблюдается 
большее число заряженных и меньшее число незаря-
женных полярных остатков, а также повышенное содер-
жание гидрофобных аминокислот. Предпочтительными 
аминокислотами для белков термофильных организмов 
считаются глутамат, лизин, тирозин, изолейцин, а для 
белков мезофилов – глутамин, гистидин, аланин, цистеин 

[8, 9, 20]. Гибкость линкера у психрофилов связывают с 
повышенной долей отрицательно заряженных амино-
кислотных радикалов и пониженной долей положительно 
заряженных [8, 9]. 

Сравнение аминокислотных профилей эндоглю-
каназ из исследуемой выборки (рис. 2), в принципе, 
не противоречит этим данным, хотя и не совпадает с 
ними полностью. 

Вероятно, глутамат, изолейцин и тирозин действи-
тельно обеспечивают устойчивость ферментов к повы-
шенным температурам, а аспартат и глутамин поддер-
живают их внутримолекулярную подвижность при низких 
температурах. При этом не подтвердилось повышенное 
содержание пролина и аргинина в эндоглюканах из 
термофилов и пониженное их содержание в психро-
фильных ферментах, повышенное содержание треонина 
у психрофилов и пониженное – у термофилов, а также 
увеличенная доля гистидина у мезофилов (таблица).

Рис. 1. Общая схема исследований
Fig. 1. General research scheme

Выборка
(105 последовательностей)

Идентификация
функциональных доменов

Дискриминантный анализ, χ2

Попарное выравнивание
 структур

Подвыборка с известной
 пространственной структурой

Аминокислотный профиль

Последовательности
 каталитических доменов

Полноразмерные
последовательности

Множественное выравнивание
и построение дендрограмм

Рис. 2. Относительные частоты встречаемости аминокислотных остатков в последовательностях  
с разным температурным оптимумом
Fig. 2. Comparative frequencies of occurrence of amino acid residues in sequences with different temperature optima

4 Pairwise Structure Alignment // Rcsb.org. Режим доступа: https://www.rcsb.org/alignment (дата обращения: 17.06.2024).
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Аминокислоты, специфичные к ферментам с разным 
температурным оптимумом [8, 9, 13–17, 20]

Amino acids specific to enzymes with different temperature 
optima [8, 9, 13–17, 20]

Экологическая 
группа  

продуцентов 
ферментов

Аминокислоты  
с более высокими 

частотами

Аминокислоты  
с более низкими 

частотами

Мезофилы A*, C*, H, Q* –

Термофилы E*, I*, K, P, R, V, Y* C*, H*, N, Q*, S, T

Психрофилы D*, E, G, Q*, T P, R
Примечание. Звездочкой помечены аминокислоты,  
подтверждающие литературные данные.

Влияние таксономических и температурных харак-
теристик ферментов на их аминокислотный профиль 
показано на графике двумерного распределения в про-
странстве первых двух дискриминантных функций (рис. 3). 
Хотя области, соответствующие разным группам фер-
ментов, друг с другом частично перекрываются, частоты 
корректных отнесений подтверждают принадлежность 
белков к «своей» группе. Данный показатель составляет 
90,5% при разбивке выборки по систематическим кате-
гориям и 76,2% по температурному оптимуму, то есть 
разные группы достоверно разделяются в пространстве 
двух дискриминантных функций.

При аналогичном сравнении белковых фрагментов, 
соответствующих каталитическим доменам, были 
получены результаты, сходные с отображенными на 
рис. 2 и 3 данными. Таким образом, действительно, 
ферменты с разным температурным оптимумом отли-
чаются специфичным аминокислотным профилем. 
Вероятно, повышенное содержание одних аминокислот 
и пониженное содержание других определяет особен-
ности нативной структуры, от которой зависит, с одной 
стороны, устойчивость белка к высоким температурам, 
а с другой – сохранение необходимого уровня вну-
тримолекулярной динамики при низких температурах.

На втором этапе было проведено множественное 
выравнивание аминокислотных последовательностей, 
входящих в исследуемую выборку (рис. 4).

В этом случае полные последовательности эндоглю-
каназ группируются преимущественно в соответствии с 
мегасистематикой – грибные, бактериальные и архейные 
белки формируют кластеры, относительно гомогенные в 
таксономическом плане, но довольно неоднородные по 
отношению к температуре. Встречаются также отдельные 
случаи объединения ферментов по температурному при-
знаку: эндоглюканазы психрофильных грибов Glaciozyma 
antarctica, Aureobasidium pullulans и Debaryomyces 
hansenii попали в кластеры психрофильных бактерий; 
ферменты термофильных и гипертермофильных бак-
терий Spirochaeta thermophila, Dictyoglomus turgidum, 
Thermobispora bispora и Thermotoga petrophila кластери-
зуются с последовательностями из гипертермофильных 
архей. Наконец, выделяется наиболее гетерогенная 
группа, объединяющая гипертермофильную архею 
Pyrococcus horikoshii, 2 вида грибов и 6 видов бактерий 
с разными температурными оптимумами. 

Результаты множественного выравнивания доменных 
фрагментов принципиально не отличаются – только 
немного увеличивается неоднородность состава кла-
стеров по таксономическому признаку.

Таким образом, множественное выравнивание не 
позволило выявить явную взаимосвязь между последо-
вательностями эндоглюканаз и температурными усло-
виями среды обитания микроорганизмов. Имеющиеся 
примеры высокой идентичности последовательностей 
из неродственных видов, вероятно, можно объяснить 
горизонтальным переносом генов и только в последнюю 
очередь действием естественного отбора.

На заключительном этапе исследований было про-
ведено сравнение пространственного строения фер-
ментов с известными 3D-структурами – таких белков 
оказалось всего 14 (13,3% от всей выборки). Структуры 
белков выравнивались попарно с помощью алгоритма 
TM-align, не зависящего от порядка аминокислот в 
сравниваемых молекулах. Параллельно проводилось 
попарное выравнивание аминокислотных последова-
тельностей этих же белков (рис. 5).

Распределения уровней идентичности между 
последовательностями и между пространственными 
структурами заметно отличалось. В первом случае 

Рис. 3. Распределение частот встречаемости аминокислот у разных групп эндоглюканаз в пространстве первой и второй 
дискриминантных функций: группирование последовательностей по температурному оптимуму (a) и по таксономической 
принадлежности (b) (красным цветом маркированы термофильные организмы, черным – мезофильные, синим – 
психрофильные; круглые маркеры – грибы, квадратные – бактерии, треугольные – археи)
Fig. 3. Frequency distribution of amino acids in different groups of endoglucanases in the space of the first and second discriminant 
functions: grouping of endoglucanases by temperature optimum (a) and by taxonomic belonging (b) (thermophilic organisms  
are marked in red, mesophilic in black, psychrophilic in blue; round markers – fungi, square – bacteria, triangular – archaea)

a b
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Рис. 4. Дендрограмма полноразмерных последовательностей эндоглюканаз (маркировка ферментов аналогична 
приведенной на экспликации к рис. 3)
Fig. 4. Dendrogram of full-size sequences of endoglucanases (the marking of enzymes is similar to Fig. 3)

оно имеет характер нормального распределения с 
очень низкими средним (22,8%) и медианным (20,8%) 
значениями. Распределение уровней идентичности 
фолдов имеет выраженный двухвершинный характер 
с максимумами при степени сходства 0,16 и 0,67. 
Другими словами, в исследуемой выборке имеется 
подвыборка ферментов с низкой идентичностью 
последовательностей, но с высоким уровнем про-
странственного сходства. В эту группу входят как фер-
менты из относительно близкородственных таксонов, 
но с разным термооптимумом, так и эндоглюканазы 
из микроорганизмов, далеких в систематическом 
отношении, но обитающих в сходных температурных 
условиях. Например, бактериальные эндоглюканазы 
из мезофильного Ruminiclostridium cellulolyticum и 
термофильного Acidothermus cellulolyticus имеют 
значение TM-score 0,65 и идентичность последова-
тельностей всего в 17%. А термофильные ферменты 
из археи Pyrococcus horikoshii и гриба Thermoascus 
aurantiacus похожи по структуре на 0,62 и по последо-

Рис. 5. Распределения показателей сходства  
при попарном выравнивании аминокислотных 
последовательностей (а) и пространственных структур (b) 
14 эндоглюканаз (по оси абсцисс – идентичность, % (а)  
и TM-score (b))
Fig. 5. Distributions of identity values in pairwise alignment 
of amino acid sequences (а) and 3D-structures (b)  
of endoglucanases (the x-axis shows identity, % (а)  
and TM-score (b))
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вательности на 20%. Термостабильные эндоглюканазы 
гриба Thermoascus aurantiacus и бактерии Acidothermus 
cellulolyticus имеют структурную идентичность 0,65, а 
идентичность последовательностей 21,8% (рис. 6, а). 
Соответствующие показатели бактериальных эндо-
глюканаз из термофила Acidothermus cellulolyticus и 
психрофила Pseudoalteromonas haloplanktis составляют 
0,68 и 19,3% (рис. 6, b). 

Таким образом, функциональные свойства эндо-
глюканаз могут определяться не столько их первичной 
структурой, сколько особенностями пространственной 
организации молекулы. Вероятно, естественный отбор в 
этом случае работает на закрепление вариантов фолда, 
наиболее оптимальных для работы ферментов при кон-
кретных условиях, в том числе связанных с температурой 
среды обитания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В аминокислотных последовательностях исследо-

ванных эндоглюканаз не удалось выявить паттерны, 
связанные с адаптациями ферментов к предельным 
температурам: различия в первичной структуре фер-
ментов закономерно отражают только принадлежность 
продуцентов к таксонам высшего ранга – грибам, 
бактериям и археям. В то же время аминокислотный 
профиль белков формируется в зависимости как от 
таксономических характеристик микроорганизмов, 
так и от температурных условий их среды обитания – 
относительные частоты некоторых аминокислот (E, I, Y, 
D, Q) достоверно различаются у ферментов с разными 
температурными оптимумами. Следовательно, эти амино-
кислоты принимают участие в поддержании оптимального 
(для конкретного температурного диапазона) баланса 
между устойчивостью молекулярной структуры и ее 
конформационной подвижностью, необходимой для 
каталитической активности ферментов. Такой баланс 
достигается за счет изменения и перераспределения 
контактов и связей внутри белковой глобулы, что сопро-
вождается возникновением определенной простран-
ственной укладки полипептидной цепи. Результатом 
подобного сочетания структурных факторов являются 
эндоглюканазы, которые при низкой идентичности после-
довательностей характеризуются высоким подобием 
пространственных структур. 

Возможные механизмы столь значимых (в 3–4 раза) 
различий между показателями идентичности разных 
структурных уровней белка сводятся к двум альтер-
нативным вариантам: либо это гомологичные белки, 
которые накопили большое количество аминокислотных 
замен, но сохранили исходную пространственную «упа-
ковку», либо это неродственные белки, которые при-
обрели сходную 3D-структуру в процессе адаптации к 
выполнению конкретных функций. К сожалению, низкая 
доля в базах данных эндоглюканаз с известным про-
странственным строением препятствует проведению 
более глубокого анализа, поэтому для дальнейших 
исследований в данном направлении необходимо 
привлечение алгоритмов структурного моделирования.
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