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Исследованы почвенные культуры актинобактерий рода Rhodococcus, обладающие термостабильной 
амидазной активностью. Проведены ПЦР-анализ и секвенирование генов амидаз. Выявлены 
последовательности, гомологичные известным генам амидаз из R. erythropolis (GenBank, M88614), 
R. erythropolis (GenBank, E12517) и R. rhodochrous N774.  
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Амидазы (КФ 3.5.1.4) – ферменты, катализи-
рующие гидролиз амидов с образованием соответ-
ствующих карбоновых кислот и аммония. Они най-
дены у многих прокариот и эукариот. Микроорга-
низмы, активно использующие амиды и нитрилы в 
качестве ростового субстрата, обнаружены среди 
бактерий различных таксономических групп: 
Agrobacterium, Alcaligenes, Bacillus, Brevibacterium, 
Pseudomonas, Rhodococcus, и др. [0, 0, 0, 0, 0, 0]. 
Известно, что у прокариот амидазная активность 
может быть сопряжена с метаболизмом нитрилов в 
нитрилгидратазно-амидазном пути гидролиза этих 
соединений, однако амидазы встречаются и у бак-
терий, не имеющих нитрилгидратазы [0]. 

Кроме способности к гидролизу амидов амида-
зы обладают также ацилтрансферазной активно-
стью. Некоторые из этих ферментов проявляют 
стереоселективность по отношению к хиральным 
субстратам, например, к производным арилпро-
пионовой кислоты. Бактерии, обладающие высокой 
амидазной активностью, представляют интерес для 
биокаталитического получения различных карбо-
новых кислот, в частности, аммонийных солей ак-
риловой и никотиновой кислот, нестероидных про-
тивовоспалительных препаратов [0, 0]. 

Амидазы, выделенные из различных источни-
ков, характеризуются различной субстратной спе-
цифичностью [7]. Известные амидазы подразделя-
ются на четыре различные структурные группы [0]: 
I – cигнатурные ферменты, содержащие в первич-
ной структуре GGSS–мотив (глицин-глицин-серин-
серин); II - нитрилазы/цианидгидратазы; III – ацил-
трансферазы; IV – уреазы [0]. Установлено, что 
даже у бактерий одного и того же вида встречаются 
структурно не родственные амидазы.  

Данная работа посвящена исследованию анали-
зу генов стереоселективных амидаз почвенных 
микроорганизмов, обладающих высокой амидазной 
активностью. 
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 

Объекты исследования - выделенные из почв 
штаммы актинобактерий Rhodococcus erythropolis и 
R. rhodochrous, активно трансформирующие амиды 
карбоновых кислот. Культуры изолировали из поч-
вы методом прямого высева и выращивали на ми-
неральной безазотной солевой среде N, содержа-
щей ацетамид в концентрации 10 мМ. Трансфор-
мацию амидов и нитрилов с использованием ак-
тивной биомассы проводили в 1 мл 10 мМ ка-
лий-натрий фосфатного буфера, pH 7.2, при на-
чальной концентрации субстрата 2% параллельно 
при 25 и 50°С в течение 10 мин. Реакцию останав-
ливали добавлением конц. HCl до концентрации 
2%. Пробы центрифугировали 5 мин при 
12 тыс об/мин. Продукты реакции анализировали 
методами ГХ (Shimatzu GC-20) и ВЭЖХ (Shimatzu 
LC-10A). В качестве стандартов использовали рас-
творы чистых нитрилов, амидов и карбоновых ки-
слот. Удельную активность амидазы выражали 
единицах (Ед), соответствующих 1 мкмоль продук-
та реакции (кислоты), образуемого за 1 мин, в пе-
ресчете на 1 мг веса сухих клеток (мкмоль/мг/мин). 
Хромосомную ДНК получали фенольным методом, 
модифицированным для выделения ДНК из акти-
номицетов [0]. Для полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) генов амидаз и секвенирования соответст-
вующих ПЦР-фрагментов были разработаны прай-
меры, комплементарные концевым участкам из-
вестных последовательностей генов амидаз, депо-
нированных в базе данных GenBank (табл. 1). Ам-
плификацию ДНК проводили с применением тер-
мостабильной Taq-SE ДНК-полимеразы (СибЭн-
зим, Новосибирск) на термоциклере Т3 (Biometra, 
Германия). Режим амплификации включал началь-
ный цикл денатурации – 1 мин при 94°С; денатура-
цию, 94°С – 40 с; отжиг, 55-63° – 30 с; элонгацию, 
72°С – 60 с; (35 циклов) и завершающий этап – 60 с 
при 72°С. Секвенирование последовательностей 
ПЦР-фрагментов проводили на приборе 
MagaBace1000 (GE Healthcare) с использованием 
стандартных наборов в соответствии с инструкцией 
производителя. Сравнение последовательностей 
проводили с помощью программы ClustalW. 
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Таблица 1. Праймеры для амплификации генов амидазы 
 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Проведён скрининг образцов подзолистых су-
песчаных почв, собранных в районах г. Березников, 
г.  Соликамска и г.  Перми Пермского края.  В ре-
зультате скрининга нами выделено более 400 куль-
тур грамположительных бактерий, активно метабо-
лизирующих амиды и нитрилы, из них 38, обла-
дающих амидазной активностью более 5 

мкмоль/мг/мин. Основная часть активных изолятов 
была представлена актинобактериями, в основном 
относящимися к роду Rhodococcus. Методами по-
лифазной таксономии изоляты идентифицированы 
как представители рода Rhodococcus: 
R. erythropolis, R. rhodochrous, R. ruber [0]. Их ви-
довая принадлежность была подтверждена методом 
ПЦР генов 16S рРНК с видоспецифическими прай-
мерами (рис. 1).  

 

Рис. 1. Идентификация штаммов R. erythropolis по генам 16S РНК. R. rhodochrous ИЭГМ7т и R. erythropolis  
ИЭГМ62т – типовые штаммы соответствующих видов. 

 

Показано, что большинство амидаз изолятов 
Rhodococcus высокоактивны при повышенной тем-
пературе (50°С), что свидетельствует также об их 
технологической стабильности и является положи-
тельным признаком для биотехнологического при-
менения.  

Установлено, что ферменты исследуемых куль-
тур способны активно трансформировать большой 

ряд амидосоединений, включая алифатические, 
разветвленные, непредельные, гидроксилирован-
ные и некоторые ароматические амиды [0]. Наи-
лучшими субстратами для ферментов большинства 
штаммов являются ацетамид и пропионамид (наи-
более простые по структуре и легко метаболизи-
руемые субстраты). Однако некоторые штаммы, 
селекционированные на изобутиронитриле и изо-

Выявляемый тип гена  Праймер Последовательность 

амидаза, гомологичная ферментам из 
R. erythropolis (E12517)  
и R. rhodochrous N-774  (X54074) 

AmiRhd-1 
AmiRhd-2 

5’-ATGGCGACAATCCGACCTGACGACA 
5’-CTAGGCGGGGCTGAGTTGTGGTGCAGA 

амидаза, гомологичная ферменту из 
R. erythropolis  (M88714) 

AmiReR-1 
AmiReR-2 

5’-ATGCGACACGGTGACATCTCCTCGA 
5’-TTACGCTTCGACGGTCTTCTCGAC 

амидаза, гомологичная ферменту из 
R. erythropolis  (AY026386) 

AmiReX-1 
AmiReX-2 

5’-GTGCGACCCAATCGCCCATTCGGCC 
5’-CTACCGCAGCACCGGTGCGCTCGG 

AmiJ1-1 
AmiJ1-2 

5’-ATGTCTTCGTTGACTCCCCCCAATT 
5’-TTATGTCAGGGTGCCGGCTGCAGC 

амидаза, гомологичная ферментам из 
R. rhodochrous J1 (S38270) 

Rhodococcus sp. (BD061400) AmiBD-2 5’-TCAGGACGGCACCGAGGGTCGCGG 

амидаза, гомологичная ферменту  
Rhodococcus sp. (A19131) 

AmiRsp-1 
AmiRsp-2 

5’-ATGGGCTTGCATGAACTGACGCTCG 
5’-TCAAAGCGGCGCCAGTCGCGGCCA 
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бутирамиде предпочитали именно эти субстраты с 
пространственно затрудненным доступом к амид-
ной группе. Известно, что штаммы, выделенные 
методом обогащенной культуры, часто проявляют 
высокую конвертирующую способность именно к 
тому субстрату, который использовался для селек-
ции. Никотинамид и бензамид гидролизовались с 
меньшей скоростью.  

В ходе селекционного процесса при постепен-
ным повышении концентрации субстрата (нитрила) 
выделены культуры R. erythropolis 4-1-6, 4-1-6 6-2-
1, 11-2, 11-1-3 и R. rhodochrous 11-8, 11-85, прояв-
ляющие амидазную активность более 12 Ед. при 
25°С и более 30 Ед. при 50°С, а также активность 
нитрилгидратазы более 10°С.  

Проведён молекулярный анализ генов амидаз. 
Показано, что геномы изолятов Rhodococcus со-
держат преимущественно последовательности, 
родственные ранее известным генам амидаз двух 

структурных групп: I – энантиоселективные амида-
зы, как у R. erythropolis (GenBank, E12517), R. 
rhodochrous N-771, (GenBank, X54074) и II – али-
фатические амидазы, как у R. erythropolis 
(GenBank, M88614).  

Гены других видов амидаз встречались со зна-
чительно меньшей частотой. Последовательности 
группы I, были обнаружены у отдельных изолятов 
R. erythropolis и R. rhodochrous. Другие культуры 
тех же видов содержали другие ферменты. Резуль-
таты ПЦР-анализа подтвердили, что наличие ами-
дазы определённого типа не является видоспеци-
фическим признаком. 

Большинство штаммов также содержали после-
довательности, родственные генам α- и β-
субъединиц Fe-содержащей нитрилгидратазы 
штаммов R. rhodochrous N-774, Rhodococcus sp. 
R312. 

 

 
Рис. 2. ПЦР-анализ последовательностей, гомологичных генам амидазы R. erythropolis, GenBank, E12517, у 
почвенных изолятов Rhodococcus. 

 

Проведено секвенирование полученных ПЦР-
фрагментов с помощью ДНК-секвенатирующей 
системы MegaBase1000. Установлено, что гомоло-

гия исследуемых генов почвенных изолятов из-
вестной последовательности E12517 составляет от 
97,83 до 100% (табл. 2).  

 

Таблица 2. Процент гомологии генов амидаз группы I 

штамм E12517 4-1-6 4-1-7 11-8 6-2-1 11-1-3/4 

R. erythropolis E12517 100,00% 98,40% 99,10% 99,17% 99,23% 98,00% 

R. erythropolis 4-1-6   100,00% 99,29% 99,29% 99,17% 97,83% 

R. erythropolis 4-1-7     100,00% 100,00% 99,90% 98,53% 

R. rhodochrous 11-8       100,00% 99,87% 98,53% 

R. erythropolis 6-2-1         100,00% 98,59% 

R. erythropolis 11-1-3/4           100,00% 
 

Высокая степень гомологии исследованных по-
следовательностей ДНК из различных источников 
свидетельствует о высокой консервативности 
структуры генов и соответствующих ферментов. 

При переводе нуклеотидной последовательно-
сти в аминокислотную установлено, что у иссле-
дуемых штаммов есть ряд нуклеотидных замен по 
сравнению с ранее известными последовательно-
стями, что, вероятно, обуславливает ранее установ-

ленные различия субстратной специфичности фер-
ментов [0, 0].  

Притом сходство соответствующих аминокис-
лотных последовательностей составило от 99,7 до 
100%, т.е. ряд замен нуклеотидов являются сино-
нимическими, не приводят к заменам аминокислот 
(рис. 3). 

Таким образом, установлено, что среди культур, 
обладающих высоким уровнем амидазной активно-
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сти, преобладают представители рода Rhodococcus. 
Среди почвенных изолятов Rhodococcus, обладаю-
щих высокой амидазной активностью, наиболее 
распространены гены амидаз двух типов, гомоло-
гичные последовательностям из R. erythropolis, 
GenBank, E12517 и R. erythropolis, GenBank, 
M88614. Гены ранее известного структурного типа 
энантиоселективных амидаз гомологичных последо-

вательности E12517, широко представлены у родо-
кокков, обитающих в почве естественной среды. 
Показано, что гены исследуемого структурного типа 
амидаз встречаются у изолятов разных видов 
Rhodococcus и обладают высокой степенью консер-
вативности, но при этом не являются обязательным 
элементом генома. 

 

 
Рис. 3. Сравнение полных белковых последовательностей амидаз Rhodococcus. 
 

Работа поддержана программой Президиума 
РАН «Молекулярная и клеточная биология», ФЦП 
«Научные и научно-педагогические кадры иннова-
ционной России», 2009–2013 гг., шифр 2009-1.1-
201-018-001. 
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The soil culture of Rhodococcus actinobacteria with thermostable amidase activity have been investigated. PCR 
and sequencing of amidase genes were performed. The homologous sequences that are to known genes of 
the amidase of R. erythropolis (GenBank, M88614), R. erythropolis (GenBank, E12517) and R. rhodochrous N774 
were identified. 
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