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Введение 

 
Щелочные фосфатазы (ЩФ) (КФ 3.1.3.1) относятся к классу 

гидролитических металлозависимых эктоферментов, катализирую-
щих гидролиз и трансфосфорилирование сложных эфиров фосфор-
ной кислоты по механизму, включающему образование ковалент-
ного фосфосеринового интермедиата и высвобождение неоргани-
ческого фосфата и спирта (или фенола) при щелочных значениях 
рН (McComb et al., 1979; Millán, 2006; Zimmermann et al., 2012; Chen 
et al., 2014; Barrozo et al., 2015; Srivastava et al., 2021; Harroun et al., 
2023). Большинство ЩФ в природе являются гомодимерами, где 
каждый каталитический центр содержит два иона Zn2+ и один ион 
Mg2+, необходимые для проявления фосфомоноэстеразной актив-
ности. Однако, согласно современной структурной классификации, 
в суперсемейство ЩФ входят пять белковых семейств, включая 
фосфодиэстеразы, фосфонатмоноэстеразы и сульфатазы, со схо-
жим структурным доменом и механизмом действия, что объясняет 
наличие эволюционно сложившегося каталитического промискуи-
тета внутри суперсемейства (Duarte et al., 2013; Barrozo et al., 2015; 
Sunden et al., 2017; Srivastava et al., 2021; Chandonia et al., 2022). 
Структурный домен суперсемейства ЩФ представляет собой трех-
слойную α/β/α-структуру, содержащую основной каталитический 
домен ЩФ и, иногда, дополнительные субдомены (Paysan-Lafosse 
et al., 2022; Chandonia et al., 2022). Таким образом, структурный до-
мен суперсемейства ЩФ имеется у щелочных фосфатаз (ЩФ) 
(3.1.3.1), арилсульфатаз (3.1.6.8); фосфоглицератмутаз (5.4.2.1); 
фосфоноацетатгидролаз (3.11.1.2) и фосфоенолмутаз (5.4.2.7). 

Щелочные фосфатазы являются одними из ключевых внекле-
точных ферментов прокариот и эукариот, которые вовлечены во 
многие биохимические процессы, сопряженные с реакциями фос-
форилирования/дефосфорилирования, включая метаболизм глице-
ролипидов, фолата и ксенобиотиков, поэтому они повсеместно рас-
пространены в природе. У прокариот ферменты локализованы в пе-
риплазматическом пространстве или вакуолях (у грибов) и сво-
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бодно выделяются в окружающую среду, у эукариот это мембрано-
связанные гликопротеины, которые заякорены во внешнем слое 
клеточной мембраны посттрансляционным гликозилфосфатидили-
нозитолом  (ГФИ-якорь, GPI anchor) со стороны С-конца фермента 
(McComb et al., 1979; Millán, 2006; Vimalraj et al., 2020). 

У микроорганизмов ЩФ играют основную роль в использова-
нии органических фосфатов в качестве альтернативного источника 
фосфора (P) при условии дефицита в окружающей среде его наибо-
лее биодоступной формы – неорганического фосфата (Pinorganic, Pi). 
В природе ЩФ микроорганизмов катализируют гидролиз фосфа-
тов углеводов (глюкозофосфатов, глицерофосфатов и др.), фосфа-
тидатов липидов (ключевых промежуточных продуктов в биосин-
тезе жиров, фосфо- и гликолипидов), нуклеотидфосфатов, включая 
ди- и тринуклеотиды, 5’ и 3’- концов РНК и ДНК, полифосфатов и 
пирофосфатов (McComb et al., 1979; Plisova et. al, 2005; Asgeirsson 
et al., 2020; Lidbury et al., 2022; Harroun et al., 2023). Кроме того, 
ЩФ могут неспецифически дефосфорилировать некоторые белки 
(Fuhrmann et al., 2013; Green and Sambrook, 2020; Asgeirsson et al., 
2020). Наконец, бактериальные ЩФ имеют глобальное геохимиче-
ское значение, участвуя в процессах индуцированного зарождения 
фосфоритов и апатитов в окенической среде и почве наряду с кис-
лыми ЩФ и абиотическими катализаторами – природными оксид-
ными минералами (гематитом, бирнесситом, боэмитом), способ-
ствующими расщеплению терминальных связей Р-О-С/Р и ремине-
рализации сложных соединений  фосфора (Wan, 2022; Skouri-Panet, 
2018; Omelon, 2013; Lidbury 2022; Barrozo et al., 2015; Srivastava et 
al., 2021). Последние данные говорят о том, что свободные экзоген-
ные ЩФ микроорганизмов участвуют в регуляции локальных мик-
робиомов, индукции минерализации биопленок и экзоскелетов 
беспозвоночных, ремедиации тяжелых металлов и органических 
загрязнений, что способствует решению ряда экологических про-
блем (Golotin et al., 2015; Balabanova et al., 2017; Doing et al., 2020; 
Srivastava et al., 2021; Dong et al., 2022; Singh et al., 2022; Zorzetto et 
al., 2023). В настоящее время известны четыре больших структур-
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ных семейства прокариотических ЩФ, произошедших от различ-
ных предковых генов, но обладающих схожей функцией: PhoA, 
PhoD, PhoX и PafA (Luoa et al., 2009; Sebastian et al., 2009; Zaheer et 
al., 2009; Ragot et al., 2015, 2016; Lidbury et al., 2022). Они отлича-
ются друг от друга структурой, механизмом ферментативного дей-
ствия, субклеточной локализацией, субстратной специфичностью, 
диапазонами температуры и рН и зависимостью проявления своей 
активности от различных ионов металлов (Luo et al., 2009; 
Rodriguez et al., 2014; Golotin et. al., 2015; Noskova et al., 2019; 
Asgeirsson et al., 2020; Srivastava et al., 2021; Lidbury et al., 2022).  

Многоклеточные организмы продуцируют Mg2+/Zn2+-зависи-
мые ферменты структурного семейства PhoA, к которому принад-
лежат ЩФ модельного микроорганизма Escherichia coli и млекопи-
тающих. В связи с этим, ЩФ семейства PhoA лучше охарактеризо-
ваны и считаются классическими ферментами (McComb et al., 
1979; Millán, 2006; Zaheer, 2009; Chen et al., 2014; Harroun et al., 
2023). Несмотря на консервативность основных характеристик ка-
талитического механизма, ЩФ млекопитающих имеют более вы-
сокие значения удельной активности (у.а.), более низкие значения 
константы Михаэлиса (Km), а также оптимум pH-зависимой актив-
ности в более щелочной среде по сравнению с бактериальными 
ЩФ (Millán, 2006). Однако ферменты некоторых морских бакте-
рий, таких, например, как Vibrio splendidus G15-21 (VAP) и Cobetia 
amphilecti KMM 296 (CmAP), в сильнощелочной среде имеют по-
казатели у.а., сопоставимые по величине или даже превышающие 
таковые ЩФ млекопитающих за счет структурной адаптации к низ-
ким температурам и высокой солености. Кроме того, ЩФ морских 
бактерий проявляют высокую ферментативную активность как в 
димерном, так и в мономерном состоянии, и не требуют постранс-
ляционного гликозилирования в отличие от ЩФ эукариот (Millán, 
2006; Gudjónsdóttir and Ásgeirsson, 2008; Golotin et al., 2015; 
Markússon et al., 2022).  

ЩФ млекопитающих кодируются четырьмя генами и по харак-
теру экспрессии их можно разделить на тканеспецифичные и тка-
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ненеспецифичные. Три из них, включая ЩФ кишечника (IAP, In-
testineAlkalinePhosphatase), зародышевых, или эмбриональных, 
клеток (GCAP, Germ Сell Alkaline Phosphatase; EAP, Embryonic Al-
kaline Posphatase) и плаценты (PLAP, Placental Alkaline Phospha-
tase), являются тканеспецифичными. В то время как четвертая – 
тканенеспецифичная ЩФ (TNAP, Tissue Non-specific Alkaline Phos-
phatase), может экспрессироваться в различных органах и тканях 
(Millán, 2006; Yang et al., 2012; Sharma et al., 2014; Duan, 2022). Зна-
ния о физиологических субстратах ЩФ до сегодняшнего дня огра-
ничивались пирофосфатом, пиридоксаль-5′-фосфатом (витамином 
В6) и нуклеотид фосфатами для TNAP и IAP соответственно 
(Sharma et al., 2014; Harroun et al., 2023). Предполагаемыми суб-
стратами для TNAP являются также фосфоэтаноламин, фосфохо-
лин и фосфорилированный остеопонтин, а для кишечной изо-
формы IAP было показано дефосфорилирующее действие в отно-
шении липополисахаридов (ЛПС) грамотрицательных бактерий 
(Bessueille et al., 2022; Harroun et al., 2023). Изоферменты ЩФ от-
личаются незначительными аминокислотными заменами в поли-
пептидной цепи и характером их гликозилирования, что приводит 
к различиям в физико-химических и каталитических свойствах и, 
следовательно, в биологических функциях ферментов, которые до 
конца не установлены (Zaher et al., 2020; Vimalraj et al., 2020; Levitt 
et al., 2022). 

Гены, структуры белковых молекул и функции ЩФ животных 
ортологичны ферментам человека, они отличаются только эмпири-
ческими названиями некоторых генов и изоферментов. В связи с 
этим, исследования биохимических и фармакологических свойств 
ЩФ успешно проводят на модельных животных, в частности, на 
мышах (Yang et al., 2012; Kaliannan et al., 2013; Lei et al., 2015; Sato 
et al., 2021; Bessueille, 2022).  

Биохимические свойства ЩФ давно изучены, но полный спектр 
их биологических функций остается неизвестным. Наиболее изу-
ченной биологической функцией тканенеспецифичной ЩФ TNAP 
является ее ключевая роль в остеогенезе. Этот фермент способ-
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ствует минерализации костной ткани, что подтверждается возник-
новением такого заболевания, как гипофосфатазия при дефиците 
TNAP у человека и мышей (Vimalraj, 2020; Sato et al., 2021).  

Способность тканеспецифичной ЩФ столбчатого эпителия (ка-
емчатых энтероцитов) желудочно-кишечного тракта и других орга-
нов дефосфорилировать липид А, токсического компонента эндо-
токсина клеточной стенки грамотрицательных бактерий – ЛПС, в 
последнее время стали рассматривать как средство взаимодействия 
организма-хозяина с микробиомом (Lalles et al., 2010; Yang et al., 
2012). Более того, распознавание ЛПС бактерий и их дефосфорили-
рование являются очень древними функциями ферментов этого се-
мейства и относится к системе врожденного иммунитета многокле-
точных организмов. Это было доказано в экспериментах по колони-
зации светового органа (фотофора) кальмара Euprymna 
scolopes  симбиотической люминесцентной бактерией Vibrio fischeri 
и регулированию численности ее популяции в соответствии с суточ-
ным ритмом активности кальмара путем изменения уровня экспрес-
сии ЩФ его фотофора (Rader et al., 2012). Повышение уровня дефос-
форилированного ЛПС к заходу солнца является сигналом для бак-
терий к увеличению численности популяции и соответственно ин-
тенсивности люминесценции фотофора, что одновременно является 
защитой беспозвоночного от чрезмерного воспаления и разрушения 
собственных тканей под действием фосфорилированного липида 
А – компонента эндотоксина (Rader et al., 2012).  

У млекопитающих тканеспецифичная ЩФ IAP экспрессируется 
эпителиальными клетками тонкого кишечника и активно высво-
бождается из микроворсинок щеточной каймы в просвет кишеч-
ника в виде везикул, а также попадает в кровеносную систему 
(McConnell et al., 2009; Shifrin et al., 2012). На сегодняшний день 
установлено, что важнейшими функциями изофермента IAP явля-
ются дефосфорилирование ЛПС и других медиаторов воспаления, 
ответственных за хронические системные заболевания, а также 
поддержание кишечного микробного гомеостаза и барьерной 
функции кишечника (Malo et al., 2010; Lalles et al., 2010; Kaliannan 
et al., 2013; Hamarneh et al., 2014; Liu et al., 2016; Kühn et al., 2020). 



Щелочные фосфатазы: распространение в природе и биологические функции 
 

10 

Таким образом, с дефицитом этого фермента связан ряд патологий, 
включая метаболический синдром, фиброз печени, ишемическая 
болезнь сердца, остеопороз и сокращение продолжительности 
жизни в целом (Malo et al., 2010; Aw et al., 2018; Kühn et al., 2020). 
Кроме того, повышенный уровень недефосфорилированного ЛПС 
в организме человека коррелирует с повышенным риском рака пе-
чени и колоректального рака (Duan, 2022). 

В данной монографии представлены последние сведения о 
структуре, свойствах, физиологической роли многофункциональ-
ного биологического катализатора реакций дефосфорилирования 
нуклеиновых кислот, липополисахаридов, фосфолипидов, белков и 
других органических фосфатов в организме млекопитающих, 
включая человека, и окружающей среде – щелочной фосфатазе, на 
основании которых стали возможны невероятные достижения в 
комплексной диагностике и терапии многих заболеваний человека. 
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Глава 1. КЛАССИФИКАЦИЯ И МЕХАНИЗМ  
ДЕЙСТВИЯ ЩЕЛОЧНЫХ ФОСФАТАЗ 

 1.1. Суперсемейство белков со структурным доменом ЩФ  
и их ферментативная неспецифичность 

 
Суперсемейство ЩФ включает в себя пять белковых семейств 

металлоферментов: щелочные фосфатазы (ЩФ) (3.1.3.1), арил-
сульфатазы (3.1.6.8); фосфоглицератмутазы (5.4.2.1); фосфоноаце-
татгидролазы (3.11.1.2) и фосфоенолмутазы (5.4.2.7), которые 
имеют низкую идентичность аминокислотных последовательно-
стей, но обладают подобием пространственной структуры (упа-
ковки молекулы) и каталитического механизма действия. Данная 
классификация базируется наподобие кристаллических структур и 
функции белков, объединенных в одну группу, и отражена в базах 
данных InterPro (Global CoreBiodata Resource; 
https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/InterPro/IPR017850/), SCOPe 
(SCOPe: Structural Classification of  Proteins – extended. Release 2.08 
(обновлено 2023-01-06); http://scop.berkeley.edu/sunid=53649) и SU-
PERFAMILY (https://supfam.org/SUPERFAMILY/index.html). На 
сегодняшний день в базах данных кристаллических структур бел-
ков (Protein Data Base, PDB), представлено1562 типов простран-
ственных структур белков (фолдов), 2816 белковых суперсемейств 
и 5936 белковых семейств (SCOP| Structural Classification of Proteins 
(cam.ac.uk), обновлено 2022-06-17). Интерактивная база SUPER-
FAMILY генерирует аннотации функциональных свойств всех бел-
ков, включая белки с неустановленной структурой и функцией, пу-
тем анализа последовательностей более, чем 2478 завершенных ге-
номов с использованием скрытых Марковских моделей (hidden 
Markov models, НММ), которые представляют собой структурные 
белковые домены, идентифицированные до уровня суперсемейства 
SCOP. Члены суперсемейства ЩФ (InterPro ID: IPR017850, SSF 
53649; SCOPe ID: c.76) являются белками α/β-класса смешанного 
типа с бета-листами, состоящими из 8 нитей, расположенных в по-
рядке 43516728, где нить 7 антипараллельна остальным, что харак-
терно для белков ЩФ-типа (Alkaline Phosphatase-like fold) (рис. 1). 
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Рис. 1. Общая структура и каталитические сайты активного центра 
щелочной фосфатазы E. coli (EcAP; код PDB: 3TG0), щелочной 
фосфатазы/фосфодиэстеразы Chryseobacterium meningosepticum 
(PafA, код PDB: 5TJ3) и нуклеотид пирофосфатазы/фосфодиэсте-
разы Xanthomonas citri (NPP, код PDB: 5TJ3):(A) –топология кон-
сервативных (серые и белые) и различающихся доменов (голубые 
для EcAP, розовые для NPP и зеленые для PafA) показана в виде 
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ленточных диаграмм. Каталитические сайты окрашены в оранже-
вый цвет; (B) – пространственные структуры ЩФ EcAP (3TG0), 
NPP (2GSN) и PafA (5TJ3) с консервативными лигандами Zn2+ (се-
рые) и нуклеофилами (черные). Консервативные и неконсерватив-
ные домены и каталитические сайты обозначены в соответствии с 
обозначениями цветов на рисунке (А); (C) –  схематическое изоб-
ражение активного центра с фосфорильной и «уходящей» груп-
пой – п-НФФ (красный) при переходном состоянии реакции для 
ферментов EcAP (голубой), PafA (розовый) и NPP (зеленый); (D) – 
схематическое изображение предполагаемых взаимодействий фер-
ментов и субстратов в основном и переходном состоянии реакции 
(Sunden et al., 2017). 

 
Специфичность этих ферментов заключается в том, что они ка-

тализируют преимущественно гидролиз фосфо-, сульфо- и фосфо-
ноуглеродных субстратов. В целом все представители суперсемей-
ства имеют сходную архитектуру активного центра, несмотря на 
то, что действие их активируется  различными ионами металлов 
(Zn2+ и Ca2+ или Mn2+) и нуклеофилами (серином, треонином и фор-
милглицином) (Duarte et al., 2013; Paysan-Lafosse et al., 2022; 
Chandonia et al., 2022). 

Представители суперсемейства ЩФ, в частности, такие гидро-
лазы, как ЩФ и фосфодиэстеразы (3.1.3.1), арилсульфатазы 
(3.1.6.8) и фосфонатмоноэфиргидролазы (3.11.1.2), чаще всего ис-
пользуются в качестве моделей для изучения эволюционных драй-
веров возникновения новых гидролитических ферментов. После 
дивергенции они способны как к новым, так и остаточным предко-
вым функциям, что приводит к их широкой субстратной специфич-
ности и взаимозаменяемости в реакциях разрыва связей P-O, S-O и 
P-C (рис. 2). Таким образом, ферменты суперсемейства ЩФ ката-
лизируют гидролиз ряда субстратов, различающихся по характеру 
сольватации и степени протонирования, и, следовательно, для эф-
фективного действия этих ферментов требуются различные усло-
вия (рис. 2 Б). 
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Рис. 2. А – Ферменты суперсемейства ЩФ имеют тенденцию к «пе-
рекрестной субстратной специфичности» – физиологический суб-
страт одного фермента может подвергнуться неспецифическому 
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гидролизу под действием фермента, принадлежащего к другому 
белковому семейству: щелочной фосфатазы (AP, синий круг), 
арилсульфатазы (АS, желтый круг), нуклеотидпирофосфа-
тазы/фосфодиэстеразы (NPP, красный круг) и фосфонатмоноэфир-
гидролазы (PMH, зеленый круг). Специфические субстраты для 
каждого белкового семейства, принадлежащего к суперсемейству 
ЩФ, показаны схематично внутри каждого круга, цветные линии 
указывают на перекрестную ферментативную активность членов 
каждого семейства ЩФ в отношении этих субстратов. В отноше-
нии субстратов фосфонатмоноэфиргидролазы (PMH, зеленый 
круг), катализирующей гидролиз фосфотриэфиров (белый круг 
справа) и сульфонатных моноэфиров (белый круг слева) у других 
ферментов суперсемейства ЩФ активность пока не обнаружена; 
Б – Субстраты, гидролизуемые под действием ферментов суперсе-
мейства ЩФ (Durate et al., 2013). 

 
Общим свойством для всех ферментов суперсемейства ЩФ яв-

ляется их металлозависимость. В зависимости от конкретного 
члена суперсемейства, присутствие ионов металлов играет важную 
роль в активации нуклеофила, которым обычно является спирт или 
алкоксид, за счет увеличения концентрации его активной депрото-
нированной формы. Однако существуют различия в металлозави-
симости, металлоспецифичности, общей структуре и специфиче-
ском выборе нуклеофила, что, в свою очередь, может быть связано 
с изменениями в характере субстратного предпочтения.  

Таким образом, несмотря на общую структуру основного струк-
турного домена, суперсемейство ЩФ можно условно разделить на 
две группы: 1) ферменты, содержащие один ион металла в актив-
ном центре (фосфонатмоноэфиргидролазы и арилсульфатазы); 
2) ферменты, содержащие классический биметаллический актив-
ный центр (щелочные фосфатазы и нуклеотидпирофосфат/фос-
фодиэстеразы) (рис. 3).  
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Рис. 3. Каталитические сайты активного центра некоторых пред-
ставителей суперсемейства ЩФ с ионами двухвалентных металлов 
в виде кофакторов и с аминокислотными остатками из ближайшего 
окружения: (A) фосфонатмоноэстеразы Rhizobium leguminosarum 
(код PDB: 2VQR), (B) щелочной фосфатазы E. coli (код PDB: 
1ALK) (ион магния не входит в каталитический сайт), (C) арил-
сульфатазы Pseudomonas aeruginosa (код PDB: 1HDH19) и (D) нук-
леотидпирофосфатазы/фосфодиэстеразы Xanthomonas axonopodis 
(код PDB: 2GSN). (Durate et al., 2013; Barrozo et al., 2015). 

1.1.1. Щелочные фосфатазы и фосфодиэстеразы 
 

Щелочные фосфатазы (ЩФ) (3.1.3.1), в первую очередь, явля-
ются фосфомоноэстеразами, которые катализирует гидролиз широ-
кого спектра моноэфиров алкил-и арилфосфатов с образованием не-
органического фосфата и спирта или фенола соответственно и, с го-
раздо меньшей эффективностью, могут выступать в роли фосфоди-
эстераз и сульфатаз (O'Brien and Herschlag, 2002; Zalatan et al., 2006; 
Lassila et al., 2008; Zalatan et al., 2008; Chen et al., 2014; Sunden et al., 
2015; 2016; Andrews et al., 2014). Если для нативной ЩФ E. coli ка-
талитическое значение kcat/KM при гидролизе п-нитрофенилфосфата 
(п-НФФ) составляет 3 х 107 M-1s-1, то для перекрестной активности 
этого фермента в отношении фосфодиэфира и сульфомоноэфира 
kcat/KM = 5 х 10-2 M-1s-1и 1 х 10-2 M-1s-1 соответственно (табл. 1).  



 

Таблица 1 

Каталитическая эффективность щелочных фосфатаз/ 
фосфодиэстераз в отношении моно-, ди- и триэфиров 

Ф
ер
м
ен
т 

kcat/Km (M−1 s−1)

п-НФФ (моно) метил-п-НФФ (ди) 
dT5′-п-НФФ (ди)

п-НФС (моно) Диметил -п-
НФФ (три) 

ЩФ EcAP 3,3 × 107a [6,3 × 108] 1,8 × 101b <2,0 × 10−2 2,8 × 10−3c ND 

ФДЭ NPP 1,0d 2,3 × 102d 1,6 × 106d 2,0 × 10−5e <5,9 × 10−4

ЩФ PafA 1,6 × 106a [4,3 × 108] 1,7 × 101a 1,6 × 10−3 1,6 × 10−4 ND

aSunden et al., 2016, O'Brien  and Herschlag, 2002; bZalatan et al., 2008; cAndrews et al., 2014; d Zalatan et al., 2006; 
eLassila et al., 2008. Условия анализа активности были следующими: 0,1 мкМ натрия MOPS, pH 8,0, 0,5 мкМ NaCl, 100 
мкМ ZnCl2 и 500 мкМ MgCl2 при 25˚. В квадратных скобках дана расчетная константа скорости реакции второго по-
рядка с учетом лимитирующей химической стадии (Sunden et al., 2015, 2016; cAndrews et al., 2014); ND, не определено. 
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Как видно из данных рисунков 1 (С) и 3 (В), активный центр 
ЩФ содержит три сайта связывания ионов металлов: два метал-
лосвязывающих сайта состоят из аминокислотных остатков 3 x Asp 
(D) и 3 x His (H) для координации двух ионов Zn2+при взаимодей-
ствии с субстратом и нуклеофилом Ser (S), в то время как третий 
металлосвязывающий сайт состоит из остатков Asp (D), Glu (E), 
Thr (T) и трех молекул воды для координации иона Mg2+, который, 
как предполагается, стабилизирует заряд фосфатной группы в 
транзиентном состоянии (Chen and Liao, 2014; Golotin et al., 2015; 
Sunden et al., 2017). Результаты компьютерного моделирования 
также указывают на то, что активация ЩФ ионом Mg2+ происходит 
в результате его октаэдрической координации, которая структурно 
стабилизирует активный сайт в наиболее выгодной для прохожде-
ния катализа конформации (рис. 4 А). 

 

 
Рис. 4. Биметаллический активный центр ферментов суперсемей-
ства ЩФ (A, B) и схема расщепления фосфоэфирных связей фос-
фомоноэстеразой (слева внизу) и фосфодиэстеразой (справа 
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внизу). Щелочные фосфатазы (A) и фосфодиэстеразы (B) имеют 
общую структуру активного центра: показаны сайты связывания 
двух ионов Zn2+и субстрата и алкоксидного нуклеофила (S102 у 
ЩФ E. coli и T79 у фосфодиэстеразы Xanthomonas citri) в момент 
переходного состояния реакции (Peck et al., 2016; Sunden et al., 
2017). 

 
Расчеты показывают, что в реакции ЩФ реализуется механизм 

«пинг-понга», включающий две стадии химического замещения: 
замещение «уходящей» группы субстрата алкоксидом Ser и гидро-
лиз фосфосерильного интермедиата Zn2+-связанным гидроксидом 
(рис. 4 А). Оба этапа замещения протекают согласованным ассоци-
ативным путем независимо от того, какой субстрат используется 
(Chen and Liao, 2014). Однако существуют другие расчеты и мне-
ния относительно детализированного механизма реакции гидро-
лиза фосфатов, о которых речь пойдет в отдельной главе. 

Ближайшим структурным аналогом ЩФ является нуклеотидпи-
рофосфатаза/фосфодиэстераза, которая, наоборот, преимуще-
ственно гидролизует диэфиры фосфатов (Sunden et al., 2017; 
Noskova et al., 2019). Фермент имеет низкую идентичность амино-
кислотной последовательности с таковой фермента ЩФ (не более 
8%), однако также содержит биметаллический каталитический 
центр, включающий сайты связывания двух ионов Zn2+, шесть кон-
сервативных Zn2+-связывающих остатка (3 x Asp и 3 x His) и ката-
литический остаток Thr (Т), расположенный аналогично остатку 
Ser в активном центре ЩФ (рис. 1 С; 3 В, D; 4 А, В). Действительно, 
консервативный серил/треонильный остаток у обоих ферментов 
представляет собой лиганд для двух ионов Zn2+ (Zn1

2+и Zn2
2+) и слу-

жит нуклеофилом, который атакует атом фосфора моноэфирного 
или диэфирного фосфатного субстрата (рис. 4 А, Б). Подобие 
структуры каталитического центра рассматриваемых ферментов 
вызывает непонимание причины большей специфичности фос-
фодиэстеразы в отношении фосфодиэфиров (первичная активность 
фосфодиэстеразы) по сравнению с таковой в отношении фосфомо-
ноэфиров (вторичная активность фосфомоноэстеразы). 
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Атом кислорода «уходящей» группы субстрата, приобретаю-
щий в транзиентном состоянии отрицательный заряд, стабилизиру-
ется ионом Zn1

2+, в то время как один из атомов кислорода перено-
симой фосфорильной группы располагается между обоими ионами 
Zn1

2+и Zn2
2+, предположительно, создавая сильные электростатиче-

ские взаимодействия, стабилизирующие тригонально-бипирами-
дальное переходное состояние (рис. 1 С, D; 4 А, В). 

1.1.2. Фосфонатмоноэфиргидролазы и арилсульфатазы 

 
Во вторую условную группу металлоферментов суперсемейства 

ЩФ, которую можно выделить по наличию лишь одного иона ме-
талла в активном центре, входят арилсульфатазы (3.1.6.8) и фосфо-
натмоноэфиргидролазы (3.11.1.2). 

Структура арилсульфатаз прокариот и эукариот очень консерва-
тивна, что предполагает их общее происхождение от одного пред-
кового гена. К этому белковому семейству относятся, например, N-
ацетилгалактозамин-4-сульфатаза (ASC) и арилсульфатаза бакте-
рии P. aeruginosa (PAS), а также два аналога ферментов человека 
ASA166 и ASB164. Арилсульфатаза PAS практически с одинаково 
высокой эффективностью катализирует гидролиз как сульфатов, 
так и моно- и диэфиров фосфатов (Duarte et al., 2013). 

При сравнительном анализе структур арилсульфатазы PAS, ЩФ 
E. coli и фосфодиэстеразы NPP X. аxonopodis прослеживаются не-
которые характерные для суперсемейства ЩФ свойства при явных 
различиях в устройстве их активных центров (рис. 3 В, C, D). Ос-
новное отличие заключается в существовании моноядерного цен-
тра связывания каталитического иона Ca2+ вместо двухядерного 
транзиторного металлосодержащего центра ЩФ (рис. 3 В, С), а 
также необычного нуклеофила – формилглицина (fGly), который 
обусловливает общий для всех сульфатаз механизм катализа (рис. 
3 С). Все сульфатазы в качестве нуклеофила используют либо Cys, 
либо Ser, который посттрансляционно модифицируется с образова-
нием альдегида, а затем гидратируется с образованием геминаль-
ного диола (рис. 5 А, В, этапы I–II). 
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Рис. 5. Предполагаемые механизмы (A) гидролиза моноэфиров 
сульфатов и (B) фосфатных эфиров арилсульфатазой P. aeruginosa 
(PAS). При проявлении сульфатазной активности PAS перенос 
сульфальной группы происходит по механизму, в котором гисти-
дин выступает в качестве основания (His115) с активацией геми-
нального диола, который действует как нуклеофил. При проявле-
нии фосфатазной активности PAS субстрат в качестве основания 
для депротонирования нуклеофила может действовать сам моно-
эфир фосфата (B). Для диэфиров фосфатов получены аналогичные 
результаты (Duarte et al., 2013). 

 

Предполагаемый механизм действия сульфатазы включает 
атаку альдегида молекулой воды для формирования соответствую-
щего геминального диола, за которой следует нуклеофильная атака 
сульфата с сопутствующим отщеплением «уходящей» группы и 
последующим расщеплением гемиацеталя для регенерации геми-
нального диола (рис. 5 А). Как показано на рисунке 5, важной ча-
стью каталитического механизма является начальное депротониро-
вание образующегося геминального диола (fGly51). В качестве ос-
нований рассматриваются два кандидата – близлежащий металл-
координирующий остаток Asp317 или один из остатков His, кото-
рый действует в момент каталитического расщепления физиологи-
ческих для сульфатаз субстратов – сульфатов (Duarte et al., 2013). 
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Эволюционно родственными арилсульфатазе PAS оказались 
ферменты бактерий R. leguminosarum (RlPMH) и Burkholderia 
caryophylli (BcPMH), принадлежащие к другому белковому семей-
ству суперсемейства ЩФ – фосфонатмоноэфиргидролазам (PMH) 
(Jonas et al., 2008; van Loo et al., 2010). Последовательность фер-
мента RlPMH имеет всего 27% сходства с последовательностью 
сульфатазы PAS, но 64% остатков совпадают при образовании 
трехмерной структуры обоих белков при суперпозиции Сα-атомов 
в теоретической модели со значением среднеквадратичного откло-
нения (RMSD) 2,54. Å (Jonas et al., 2008). Фосфонатмоноэфиргид-
ролазы оказались еще более полиспецифичными по сравнению с 
остальными ортологами суперсемейства ЩФ, они могут катализи-
ровать, по крайней мере, пять фосфорилированных субстратов раз-
ной химической природы (рис. 6).  

 

Рис. 6. Четвертичная структура фосфонатмоноэфиргидролазы R. 
Leguminosarum RlPMH (код PDB: 2VQR) и соответствующих ее 
специфичности субстратов. Ферменты RlPMH и BcPMH представ-
ляют собой димеры димеров (тетрамеры), в которых мономерные 
единицы каждого димера связываются с соответствующей олиго-
мерной единицей через С-концевую петлю (показана серым цветом 
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в виде ленточной диаграммы). Эта петля выходит в соседний ак-
тивный центр, помогая позиционировать ключевые каталитиче-
ские остатки. Субстратами для фермента RlPMH являются фенил-
п-нитрофенилфосфонат (PPP), этил-п-нитрофенилфосфат (PET), п-
нитрофенилсульфат (PNS), фенил-п-нитрофенилсульфонат (PPS) и 
моноанион п-нитрофенилфосфата (pNPH) (Barrozo et al., 2015). 

 
Существуют также сведения о ферментативной активности фос-

фонатмоноэфиргидролаз PMH в отношении триэфиров фосфатов, 
но пока нет однозначных экспериментальных доказательств для 
определения механизма этой каталитической реакции (Duarte et al., 
2013; Barrozo et al., 2015). Ферменты PMH являются гомотетраме-
рами с массой субъединиц ∼56 кДа и широкими субстрат-связыва-
ющими ферментативными полостями (≈10 × 20 Å2 ширина и 15 Å 
глубина), позволяющими «разместить» субстрат различной формы 
и размера (Barrozo et al., 2015). 

Оба фермента, арилсульфатаза PAS и фосфонатмоноэфиргидро-
лаза PMH, содержат моноядерный металлический центр с искажен-
ной октаэдрической конформацией, который у ферментов PMH, ве-
роятно, Mn2+-зависимый (Jonas et al., 2008; van Loo et al., 2010), а у 
арилсульфатазы PAS – Ca2+-зависимый (Boltes et al., 2001) (рис. 7 А).  

 

Рис. 7. (A) Суперпозиция аминокислотных остатков активных цен-
тров фосфонатмоноэфиргидролазы RlPMH и арилсульфатазы PAS, 
иллюстрирующая идентичность их 3D-структуры. (Б) Упрощенная 
схема предполагаемого механизма катализа для обоих ферментов. 
Поскольку в качестве каталитического иона металла у RlPMH 
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предположен ион Mn2+, который является жесткой кислотой Лью-
иса, нуклеофил может быть стабильным алкоксидом, что согласу-
ется с профилями рН-зависимости скорости реакции, показанной в 
работе (Barrozo et al., 2015).  

 
Кроме того, все три фермента RlPMH, BcPMH и PAS исполь-

зуют необычный геминальный нуклеофил диол, что свойственно 
всем известным на сегодняшний день сульфатазам (Hanson et al., 
2004) (рис. 2 А, С; рис. 7 В). Таким образом, PMH являются пока 
единственными представителями несульфатазных ферментов, ко-
торые обладают посттрансляционной модификацией цистеина в 
альдегид (формилглицин, fGly) (Barrozo et al., 2015).  Предполага-
емый в настоящее время механизм активности ферментов PMH, 
как присущей фосфонатмоноэфиргидролазе, так и неспецифичной 
для нее (рис. 6), похож на механизм действия сульфатазы PAS (рис. 
5, 7 В). На первом этапе (I → II) гидратация посттрансляционно 
модифицированного альдегида дает реакционноспособный геми-
нальный диол, который может действовать как нуклеофил (рис. 7 
В). Этот геминальный диол активируется каталитическим металл-
связанным центром и существует в форме алкоксида. После связы-
вания субстрата (II → III) этот геминальный диол атакует фос-
форно-серный центр (III→ IV) соответствующего субстрата, что 
приводит к формированию полуацеталя промежуточного соедине-
ния (IV). На заключительном этапе (IV → I) это промежуточное со-
единение гидролизуется путем расщепления полуацеталя с целью 
регенерации альдегида и получения конечного продукта (рис. 7 В). 
Также было предположено, что этапы IV → I, показанные на ри-
сунке 7 (В), могут играть важную роль при проявлении каталити-
ческой полиспецифичности ферментов PMH (Barrozo et al., 2015). 
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1.1.3. Другие фосфатазы и ферменты суперсемейства ЩФ 

 
Кроме фосфо- и сульфогидролаз суперсемейство ЩФ включает 

белки с очень разной ферментативной активностью, например, изо-
меразы, или лиазы, и фосфорилтрансферазы (Duarte et al., 2013). 
Сюда входят фосфоглицератмутаза (iPGMs), которая катализирует 
превращение 2-фосфоглицерата в 3-фосфоглицерат. Несмотря на 
проявление активности вне зависимости от кофакторов, у этого 
фермента в аминокислотной последовательности также обнару-
жены металлосвязывающие мотивы и склонность к перекрестной 
каталитической активности, присущей всему суперсемейству ЩФ 
(Duarte et al., 2013).  

Кроме того, существуют другие фосфатазы, не относящиеся по 
своей молекулярной структуре к суперсемейству ЩФ, однако име-
ющие общие структурно-функциональные черты активного цен-
тра, что указывает на общность каталитического механизма по пе-
реносу фосфорильной группы в целом. К таким ферментам можно 
отнести фосфатазу-1 (PP1), катализирующую гидролиз фосфо- и 
фосфонатмоноэфиров; глицерофосфодиэстеразу (GpdQ), катализи-
рующую расщепление нескольких фосфонатмоноэфиров, являю-
щихся для нервной системы человека крайне токсичными продук-
тами распада органофосфоната (сарин, соман, циклогексилсарин 
(GF), VX и rVX). Сюда можно отнеститакже фосфотриэстеразы 
(PTE), катализирующие распад как специфических для них суб-
стратов, так и фосфодиэфиров и фосфонатов, включая органофос-
фатные пестициды и нервно-паралитические вещества военного 
назначения (Duarte et al., 2013). Кроме того, фосфотриэстеразы 
PTE, имеют схожую четвертичную структуру, молекулярный вес 
субъединиц и устройство ферментативных карманов, как и у фос-
фонатмоноэфиргидролазы PMH структурного суперсемейства ЩФ 
(рис. 6), они могут расщеплять такие ксенобиотики, как сульфо-
натэфиры, непосредственно воздействуя на ковалентную связь 
S−O (Barrozo et al., 2015). 
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1.2. Конкурентный механизм формирования переходного  
состояния ферментативной реакции и эволюция ферментов  

суперсемейства ЩФ 

 
Несмотря на многочисленные экспериментальные и теоретиче-

ские исследования гидролиза фосфатов, включая фосфомоно-
эфиры, остаются серьезные вопросы относительно механизмов 
этих биологически важных реакций. Перенос фосфорила – одна из 
наиболее широко распространенных реакций в биологии, которая 
играет центральную роль в таких жизненных процессах, как меж-
клеточная передача сигналов, синтез белка и получение энергии. С 
концептуальной точки зрения некатализируемый гидролиз эфира 
фосфорной кислоты должен быть простым, поскольку он включает 
только реакцию нуклеофильного замещения с получением неорга-
нического фосфата и соответствующего спирта (фенола) (рис. 8).  

 
 
Рис. 8. Гипотетические пути гидролиза дианионов моноэфиров 
фосфатов: (А) согласованный путь гидролиза с нуклеофильной ата-
кой с помощью субстрата, при котором атакующая молекула воды 
депротонируется субстратом в некоторой точке координаты реак-
ции (ассоциативный путь катализа); (B) ступенчатый путь гидро-
лиза, в котором перенос протона от нуклеофила к субстрату согла-
сован с нуклеофильной атакой, что приводит к образованию пента-
координированного промежуточного продукта, который разруша-
ется с согласованным переносом протона к «уходящей» группе 
продукта реакции; (C) согласованный путь гидролиза с нуклео-
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фильной атакой с помощью растворителя, при котором на лимити-
рующей стадии отсутствует перенос протона от нуклеофила (дис-
социативный путь катализа) (Duarte et al., 2016).  

 
Поскольку биологически значимые функциональные группы 

эфиров фосфорной кислоты относятся к числу медленно реагиру-
ющих, ферменты, ускоряющие эти реакции, являются одними из 
наиболее эффективных катализаторов, известных на сегодняшний 
день. Так, пирофосфат магния (MgPPi

2−) при 25˚C и pH 8,5 неката-
литически распадается с константой скорости 2,8 × 10−10 s−1, тогда 
как при тех же условиях протекания реакции неорганическая пиро-
фосфатаза E. coli имеет значение kсat= 570 s−1 , то есть фермент уве-
личивает скорость реакции в 2 × 1012 раза (Stockbridge and 
Wolfenden, 2011). Увеличение скорости гидролиза фосфата, обес-
печиваемое ЩФ E. coli, достигает 1027, что является одним из са-
мых высоких показателей, зарегистрированных для ферментов в 
целом (Peck et al., 2016). Гидролизу эфиров фосфорной кислоты в 
биологических объектах способствует, в свою очередь, разнообраз-
ная группа ферментов, использующих различные химические стра-
тегии для ускорения этих реакций. 

Существует значительный объем экспериментальных и теоре-
тических данных, накопленных за последние десятилетия (Lassila 
et al., 2011; Kamerlin et al., 2013; Duarte et al., 2016), однозначно сви-
детельствующих в пользу того, что ферментативно катализируе-
мые процессы могут реализовываться через множество конкурент-
ных механизмов переноса фосфорила в ходе одной и той же реак-
ции (рис. 8). 

Наряду с кинетическими методами, помогающими установить 
общий механизм катализа и его лимитирующие стадии, а также 
стереохимическими методами, позволяющими предложить схему 
переноса фосфорила на молекулярном уровне, большое значение 
имеют структурно-функциональные исследования фермент-суб-
стратных комплексов для детального понимания механизма дей-
ствия фермента на атомарном уровне (Кочетков и др., 1984; Duarte 
et al., 2016). 
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В современных структурно-функциональных исследованиях 
широко используются известные на сегодняшний день различные 
кристаллические структуры ЩФ и многих референсных (функцио-
нально близких) белков из E. coli, классического источника фер-
ментов этого типа. К ним относятся свободный фермент ЩФ (код 
PDB: 1ED8), связанный фермент ЩФ с различными ингибиторами 
и ковалентносвязанный промежуточный фосфофермент (Stec et al., 
2000; Holtz et al., 1999; Murphy et al., 1997). Согласно координатам 
атомов кристаллической структуры фермента ЩФ E. coli (код PDB: 
1ED8), в каждом активном центре мономера два иона Zn1

2+ и Zn2
2+ 

отстоят друг от друга на расстоянии ~4 Å и связаны с белком через 
аминокислотные остатки боковых цепей His331, His412, Asp327, 
Asp369, и His370 (рис. 9).  

 
Рис. 9. Слева – общий вид 3D-структуры ЩФ E. coli (код PDB: 
1ED8) и вынесенный крупный план активного центра со связанным 
Pi. Молекулы воды, координированные ионом Mg2+, обозначены 
как W1, W2 и W3. Справа – предложенная схема механизма ката-
лиза ЩФ E. coli. Фосфосерильный интермедиат переходного состо-
яния обозначен как PSI. (Chen et al., 2014). 
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Карбоксильная группа Asp51 выступает в качестве мостика, свя-
зывающего ион Zn1

2+ с ионом Mg2+. Ион Mg2+ связан октаэдриче-
ской геометрией с остатками Asp51, Glu322, Thr155 и тремя моле-
кулами воды (рис. 9). Неорганический Pi расположен в фермента-
тивном кармане между двумя ионами Zn1

2+и Zn2
2+ и связан двумя 

водородными связями с остатком Arg166 (O'Brien and Herschlag, 

2001). Однако при аланиновой замене этого остатка инактивации 
фермента не наблюдалось. Высказано предположение, что остаток 
Arg166 отвечает за фосфомоноэcтеразную активность ЩФ (O'Brien 

and Herschlag, 2001). Результаты исследования реакционной спо-
собности мутантного фермента E. coli Arg166Ser показали, что за-
мена субстрат-связывающего остатка существенно не меняет зави-
симость катализа от природы уходящей группы субстрата и не вли-
яет на характер переходного состояния, а только усиливает связы-
вание субстрата (∼3 ккал/моль) и обеспечивает дополнительную 
стабилизацию химического переходного состояния (на величину 1-
2 ккал/моль) за счет своей боковой цепи, что может быть обуслов-
лено комплементарностью гуанидиновой группы Arg  переход-
ному состоянию с тригонально-бипирамидальной геометрией 
(O'Brien et al., 2008). Каталитическим остатком ЩФ E. сoli является 
Ser102 (pKa =5,5), не связанный с субстратом фермента (O'Brien et 
al., 2002), что позволяет ему выступать в качестве атакующего нук-
леофила фосфорного центра субстрата в ходе реакции (Stec et al., 
2000; Weston, 2005). В кристаллической структуре ЩФ E. coli при-
родного типа (код PDB: 1ED9) (Stec et al., 2000) одна молекула 
воды (W3 на рис. 9), координированная ионом Mg2+, находится в 
непосредственной близости с ионом Zn1

2+ (4.7 Å) при атоме кисло-
рода каталитического остатка Ser102 (3,1 Å). Предположено, что 
эта молекула воды депротонируется растворителем до гидроксид-
иона (OMgH-) и действует как общее основание/кислота для регули-
рования состояния протонирования Ser102 (Stec et al., 2000; 
Kantrowitz, 2011; Chen et al. 2014). Вероятно, октаэдрическая коор-
динацияиона Mg2+нужна для того, чтобы структурно стабилизиро-
вать каталитические группы активного центра в наиболее активной 
конформации (Borosky, 2017). С помощью рентгенографических и 
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кристаллографических методов удалось зафиксировать различные 
этапы каталитического цикла ЩФ E. coli, такие как: 1) исходный 
фермент в отсутствие Pi (Stec et al., 2000); 2) ковалентный проме-
жуточный продукт – фосфофермент (Murphy, 1997); 3) фермент со 
связанным аналогом субстрата в переходном состоянии (Holtz et 
al., 1999) и 4) нековалентный комплекс фермент-Pi (Stec et al., 2000). 
На основе рентгеноструктурных данных кристаллических структур 
был предложен тринуклеарный металлозависимый механизм реак-
ции, предполагающий, что в фосфорном центре субстрата проис-
ходят два линейных замещения (рис. 9). Первая атака исходит от 
алкоксида Ser102, который активируется гидроксидом, стабилизи-
рованным ионом Mg2+ (OMgH-) (Coleman 1992; Stec et al., 2000; 
Kantrowitz, 2011). Это приводит к образованию отрицательно заря-
женной «уходящей» группы (алкоксида или фенолята), стабилизи-
рованной ионом Zn2

2+. На данной стадии замещения происходит 
образование ковалентного фосфорильного промежуточного соеди-
нения (PSI), поэтому она называется переносом фосфорила (рис. 9). 
Затем в реакцию вступает молекула воды (растворителя) и прото-
нирует «уходящую» группу, что приводит к образованию свобод-
ного спиртового (или фенольного) продукта и Zn2

2+-связанного 
гидроксида (OZn2H-). Образовавшийся гидроксид OZn2H- выполняет 
вторую атаку с образованием комплекса фермент-продукт (Pi), од-
новременно регенерируя Ser102 и OMgH- (Coleman, 1992; Stec et al., 
2000). Этот механизм «пинг-понга» протекает с сохранением кон-
фигурации в фосфорном центре, что подтверждено эксперимен-
тально с помощью изотопного мечения (Holtz et al., 1999). 

Характеристика переходных состояний, участвующих в ходе 
реакций, важный способ понять, по какому пути проходит фермен-
тативный катализ (рис. 9). Однако исследования с использованием 
эмпирически измеряемых линейных соотношений свободной энер-
гии (LFER), или корреляции Брёнстеда (βlg,), дают совершенно 
разную информацию о природе переходных состояний реакции с 
участием ЩФ (O'Brien et al., 2002; Chen et al. 2014). Кроме того, 
прямая кинетическая характеристика реакций не всегда доступна 
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из-за конкурирующих процессов и экспериментальных ограниче-
ний измерения чрезвычайно медленных стадий реакций (Кочетков 
и др., 1984; Duarte et al., 2016). Например, при катализируемом ЩФ 
гидролизе арил-О-фосфортиолатов наблюдалась сильная зависи-
мость скорости реакции от «уходящей» группы (значение Брён-
стеда β = 0,77), что указывает на то, что переходное состояние в 
значительной степени диссоциативно (Hollfelder and Herschlag, 
1995). Напротив, исследования с использованием арилфосфатов 
показали, что число оборотов фермента (kcat) остается практически 
постоянным и не зависит от pKa «уходящей» группы (O'Brien et al., 
2002; Chen et al. 2014). В результате более ранних исследований для 
алкилфосфатов была обнаружена небольшая зависимость от при-
роды «уходящей» группы (Chen et al., 2014). Однако, более чув-
ствительный анализ с использованием изотопа 32P показал, что за-
висимость kcat/Kм от pKa «уходящей» группы соответствует крутой 

корреляции Бренстеда со значением β = 0,8 (O'Brien et al., 2002). 
Интересно отметить, что теоретические исследования гидролиза 
эфиров фосфорной кислоты в водном растворе предсказывают схо-
жие барьеры для ассоциативных и диссоциативных путей (Chen et 
al., 2014). 

На основе кристаллических структур ЩФ E. coli и плаценты че-
ловека (PLAP) и их комплексов с ингибиторами рядом авторов с 
помощью квантово-механических/молекулярно-механических ме-
тодов (QM:QM, QM:MM) были получены расчетные характери-
стики переходных состояний (transition state, TS) и промежуточных 
продуктов каталитического расщепления под действием фермента 
двух типов субстратов – алкил- и арилфосфатов (Chen et al., 2014; 
Borosky, 2016; Duarte et al., 2016). 

Результаты расчетов Чена и др. (Chen et al., 2014) на основе ме-
тода QM:MM подтвердили, что катализируемая ЩФ реакция идет 
по механизму «пинг-понга», включающего две стадии химиче-
ского вытеснения (рис. 9). Алкоксид Ser102, активированный Mg2+-
связанным гидроксидом, сначала осуществляет нуклеофильную 
атаку фосфорного центра субстрата с целью замещения «уходя-
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щей» группы (перенос фосфорила), а затем алкоксид Ser102 заме-
щается Zn2

2+-связанным гидроксидом (гидролиз фосфосерильного 
промежуточного соединения). В этом механизме образуется кова-
лентный фосфосерильный интермедиат (PSI) и сохраняется конфи-
гурация фосфорного центра в каталитическом цикле (рис. 9). Оба 
этапа замещения протекают согласованным ассоциативным путем 
независимо от того, какой субстрат используется (метил- или п-
нитрофенилфосфат) несмотря на то, что природа переноса фосфо-
рила по мере уменьшения рКа уходящей группы имеет тенденцию 
к диссоциативному пути, как в случае с п-НФФ (рис. 10).  

 

Рис. 10. Графики Мор-О'Феррала-Дженкса (MFJ), соответствую-
щие оптимизированным структурам стационарных координат в 
ходе переноса фосфорила при гидролизе метилфосфата (слева) и п-
НФФ (справа): в квадратных скобках указаны ключевые расстоя-
ния (Å) от атома фосфора до атомов кислорода «уходящей» группы 
(P-Olg) и кислорода нуклеофила (P-Onuc), в круглых скобках – отно-
сительные энергии (ккал/моль-1) (Chen et al., 2014). 

 
Однако квантово-механические расчеты (QM:QM) Бороски 

(Borosky, 2016) с применением полуэмпирического метода опти-
мизации параметров модели, показали, что лимитирующие ско-
рость катализа стадии для алкил- и арилфосфатов разные из-за раз-
ной степени основности «уходящих» групп (рис. 11).  
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Рис. 11. Дианионы фосфоэфиров (арил- и алкилфосфаты), исполь-
зованные в квантово-механических расчетах (QM:QM) на основе 
данных эмпирических линейных соотношений свободной энергии 
(LFER) (Borosky, 2016). 

 
По данным этих расчетов более низкое значение pKa «уходя-

щей» группы увеличивает экзотермичность реакции образования 
ковалентного фосфосерина, вызывая более низкий активационный 
барьер при более раннем TS. Поэтому для арилмоноэфирфосфатов 
гидролиз ковалентно связанного промежуточного соединения яв-
ляется стадией, лимитирующей скорость катализа, в то время как 
для алкилфосфатных субстратов определяющим скорость катализа 
этапом является нуклеофильная атака алкоксид серина, локализо-
ванном в фосфорном центре субстрата, что согласуется с экспери-
ментальными данными (Bloch et al., 1980; Gettins et al., 1983; Hull 

et al., 1976; O’Brien, et al., 2002; Chen et al., 2014; Borosky, 2016).  
Однако результаты, полученные методами QM/MM анализа 

(Chen et al., 2014), указывают на то, что для алкилфосфатов (pKa 

метанола = 15,5) обе стадии химического замещения (перенос фос-
форила и гидролиз фосфосерина) вносят общий вклад в лимитиро-
вание скорости реакции, поскольку значения энергетических барь-
еров обеих стадий близки и очень велики по значению (∆E1 =∆E2 = 
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16,0 для метильной группы) (рис. 12). Кроме того, небольшое из-
менение pKa «уходящей» группы приводит к изменению эффектив-
ности катализа, определяемой величиной kcat/KМ (Chen et al., 2014). 

 
 
Рис. 12. Энергетические профили, рассчитанные для реакций, ката-
лизируемых ЩФ E. coli. Гидролиз метилфосфата и п-НФФ обозна-
чены как «Methyl» и «p-Nitrophenyl». Расчетная энергия, получен-
ная квантово-химическим методом B3LYP/6-311+G(2d,2p) с уче-
том нулевой энергии, обозначена как «Cluster». Учтенные эффекты 
сольватации обозначены как «+ Solvation» (Chen et al., 2014). 

 
Для арилфосфатов (pKa п-НФФ = 7,1) первая стадия химической 

реакции имеет значительно меньший энергетический барьер, чем 
вторая стадия (∆E1 =8,1 ∆E2 = 16,0 ккалмоль-1 для п-нитрофенола) 
(рис. 12), поэтому выделение фенолята из Zn2

2+-сайта связывания 
можно считать лимитирующим этапом ферментативной реакции 
(рис. 9). Это также согласуется с экспериментом, в результате ко-
торого изменение pKa «уходящей» группы субстрата практически 
не влияло на значение эффективности kcat/KМ гидролиза арилфос-
фата (O’Brien, et al., 2002; Chen et al., 2014). 
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В другой работе (Duarte et al., 2016) путем сравнительных ком-
пьютерных исследований детализированной электронной струк-
туры метилфосфата и ряда замещенных арилфосфатных моноэфи-
ров (рис. 13) было показано, что возможность реализации сольват-
ного (диссоциативного) или субстрат-ассоциированного (ассоциа-
тивного) механизмов (рис. 8) зависит либо от природы «уходящей» 
группы (pKa), либо от наличия в системе конкурирующих процес-
сов, при которых структуры переходного состояния TS для каж-
дого пути схожи вне зависимости от «уходящей» группы (Duarte et 
al., 2016). 

 
 
Рис. 13. Дианионы моноэфиров арилфосфатов, для которых прово-
дили расчеты в работе Duarte et al. (2016). Субстраты выбраны та-
ким образом, чтобы обеспечить широкий диапазон значений pKa, 
при этом водород находится в орто-положениях, чтобы избежать 
прямых взаимодействий между реакционным центром и замести-
телями. 
 

На рисунке 14 представлены варианты вероятностных механиз-
мов гидролиза моноэфира фосфата, которые могут быть очень 
близки по энергетике, поэтому экспериментальными методами 
трудно их различить (Klähn et al., 2006; Kamerlin et al., 2008; Duarte 
et al., 2015).  
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Рис. 14. Влияние pKa «уходящей» группы на течение гидролиза мо-
ноэфиров фосфатов с участием растворителя (диссоциативное TS) 
и субстрата (ассоциативное TS). Для «уходящих» групп с pKa ≤ 7,2 
наблюдается склонность протекания реакции по диссоциативному 
пути с участием растворителя (Duarte et al., 2016).  

 
Авторы предполагают (Duarte et al., 2016), что сильно основные 

«уходящие» группы, включая п-НФФ (pKa < 7,2), преимущественно 
формируют диссоциативное TS с участием растворителя (рис. 8 С, 
14), т.е. у них слабая связь с нуклеофилом, в то время как слабо 
основные «уходящие» группы (pKa ≥ 7,2) алкилфосфатов, ди- и три-
эфиров фосфатов более склонны к ассоциативному переходному 
состоянию TS с участием субстрата (рис. 8 А, 14) (Lassila et al., 
2011; Duarte et al., 2016). 

Таким образом, катализирование гидролиза дианионов моно-
эфиров фосфатов с сильноосновной «уходящей» группой энергети-
чески более затратно для ассоциативного пути по сравнению с дис-
социативным. По мере увеличения pKa уходящей группы разница в 
энергии между двумя путями постепенно уменьшается, что в слу-
чае реакций с участием «уходящих» алкоксигрупп приводит к ме-
ханистической неопределенности (рис. 14). Расчеты показывают, 
что структуры переходного состояния плавно изменяются во всем 
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диапазоне изученных значений pKa (рис. 13), а пути их образования 
остаются дискретными механистическими альтернативами (Duarte 
et al., 2016). Это создает разные возможности для ферментативно 
катализируемых реакций гидролиза арилфосфатов, поскольку оба 
пути для них, по-видимому, осуществимы. При условии ничтожно 
малой разницы между энергиями двух альтернативных путей фер-
ментативного катализа и вне зависимости от того, какой путь ката-
лиза энергетически более благоприятен в водном растворе, в неод-
нородном окружении активного центра фермента существует веро-
ятность осуществления реакции по альтернативному пути. Тем не 
менее, в случае гидролиза фосфата с «уходящими» группами силь-
ной основности для реализации ассоциативного пути катализа с 
участием субстрата, биологическому катализатору по какой-то 
причине приходится, в большинстве случаев, преодолевать значи-
тельно более высокий активационный барьер (рис. 8 А, 14), чем 
если бы он «выбирал» диссоциативный путь с участием раствори-
теля в отношении этих субстратов (рис. 8 С). 

Возможность такой конкуренции между двумя путями реакции 
имеет значение для понимания эволюции функции ферментов су-
персемейства ЩФ, катализирующих реакции переноса фосфорила. 
Несмотря на то, что фосфомоноэстеразам ЩФ приходится преодо-
левать больший энергетический барьер для облегчения гидролиза 
ГМФ или АTФ (с сильно основной «уходящей» группой) через суб-
страт-ассистируемый путь, для ферментов, например фосфоди-
этераз, приспособленных выполнять функцию катализа гидролиза 
фосфатов со слабоосновными «уходящими» группами такой путь 
вполне объясним. Таким образом, если бы действие фермента было 
направлено только на стабилизацию реакции диссоциации моно-
эфира с сильноосновной «уходящей» группой, то переход к суб-
страту со слабоосновной «уходящей» группой имел бы более серь-
езные последствия для выполнения биологической функции такого 
фермента. Напротив, если бы в ходе эволюции фермент приобрел 
способность  стабилизировать более компактные дианионные TS, 
которые, вероятно, образуются при щелочном гидролизе диэфиров 
фосфата (Lassila et al., 2011; Kamerlin, et al., 2013), то приобретение 
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новой полезной каталитической функции в отношении гидролиза 
моноэфира фосфата, реализуемой субстрат-ассоциированным пу-
тем, было бы вполне целесообразно без глобальной перестройки 
молекулярного механизма катализа. 

Это согласуется с наблюдаемым высоким уровнем беспорядоч-
ной фосфомоноэстеразной активности у ряда субстрат-неспеци-
фичных фосфодиэстераз (Zalatan et al., 2006; van Loo et al., 2010; 
Noskova et al., 2019), что, скорее всего, объясняется способностью 
ферментов катализировать гидролиз моноэфиров посредством 
компактных субстрат-связанных TS, сходных по геометрии и рас-
пределению заряда с продуктами реакции расщепления их диэфир-
ных аналогов. Напротив, активный центр, который эволюциониро-
вал для осуществления гидролиза моноэфира фосфата с помощью 
растворителя по диссоциативному пути (рис. 8 С; 14), не приспо-
соблен для осуществления реакций, требующих более плотных TS 
(с различным распределением заряда), каких требует фосфодиэсте-
разная активность. Это объясняет почему дискриминация между 
фофомоно- и диэстеразной активностью намного выше у фосфомо-
ноэстеразы ЩФ, чем у фосфодиэстеразы с более широкой суб-
стратной специфичностью (Duarte et al., 2016). 
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Глава 2. РАСПРОСТРАНЕНИЕ И РОЛЬ ЩЕЛОЧНЫХ 
ФОСФАТАЗ БАКТЕРИЙ 

Бактериям, как и всем живым организмам на Земле, необходим 
фосфор для выживания, роста и размножения. Наиболее доступ-
ным для них источником экзогенного фосфора является неоргани-
ческий фосфат (Pi). Однако в окружающей среде часто Pi находится 
в очень низких, лимитирующих бактериальный рост, концентра-
циях. Общим свойством для всех бактерий является способность 
возмещать дефицит Pi в окружающей среде посредством экспрес-
сии генов сенсорных белков, реагирующих на нехватку фосфора 
(Pi-стресс). Сенсорный механизм запускает Pi-зависимый синтез 
периплазматических или связанных с внешней мембраной фосфа-
таз, которые отщепляют Pi от различных органических фосфоросо-
держащих соединений. Любая продуктивность наземной и водной 
биомассы регулируется концентрацией фосфора (P) в окружающей 
среде, и это имеет непосредственное влияние на глобальное произ-
водство продуктов питания, биоразнообразие и снижение атмо-
сферного CO2 (Cordell et al., 2009; Goll et al., 2012). Кроме того, 
ограниченное поступление фосфора приводит к уменьшению сти-
муляции роста биомассы наземных растений в ответ на повышен-
ный уровень CO2 в атмосфере (Goll et al., 2012; Terrer et al., 2019). 
Большая часть Мирового океана также обеднена фосфором, что мо-
жет привести либо к ограничению роста, либо к снижению продук-
тивности фитопланктона (Duhamel et al., 2021). В наземных и мор-
ских биомах большая часть общего пула P состоит из таких орга-
нических соединений, как фосфомоно-, фосфоди- и фосфотри-
эфиры, фосфонаты и фитиновая кислота (Haygarth et al., 2018; 
Phoenix et al., 2020; Lidbury et al., 2021). Реминерализация органи-
ческих фосфатов в Pi либо первичным продуцентом, либо ассоции-
рованными микроорганизмами, увеличивает выработку раститель-
ной биомассы (Christie-Oleza et al., 2017; Duhamel et al., 2021; 
Lidbury et al., 2021). Объем информации о распространении новых 
экзоферментов, минерализующих P в окружающей среде, и отно-
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сительном вкладе отдельных микробных таксонов, экспрессирую-
щих такие ферменты, продолжает расти (Duhamel et al., 2021; 
Lidbury et al., 2021).  

Обычно субстратами бактериальных фосфатаз являются либо 
органические фосфомоноэфиры, такие как фосфаты углеводов, 
либо фосфодиэфиры, такие как ДНК и фосфолипиды (McComb et 
al., 1979; Plisova et. al, 2005; Asgeirsson et al., 2020; Lidbury et al., 
2022; Harroun et al., 2023). Фосфатазы бактерий представлены раз-
ными классами в зависимости от их каталитической специфично-
сти (неспецифичные или специфичные), субстратной специфично-
сти (фосфомоно-, фосфоди- и фосфотриэстеразы) и оптимума pH 
(кислотный или щелочной) для проявления ферментативной актив-
ности. Наиболее распространенным классом бактериальных фос-
фатаз в природе являются щелочные фосфатазы (ЩФ).  

2.1. Щелочная фосфатаза бактерии E. coli  

 
Наличие ЩФ (Е.С. 3.1.3.1.) у модельного организма E. coli впер-

вые было показано в 1958 г. Активный фермент представлял собой 
димер из двух идентичных субъединиц с молекулярной массой 43 
кДа каждая, которые в недимеризованном состоянии не имели фер-
ментативной активности (Torriani, 1974). Благодаря обширным 
структурно-функциональным исследованиям, ЩФ E. coli стала мо-
дельным ферментом для ЩФ других организмов, включая изомеры 
ЩФ человека (McComb et al., 1979; Millán, 2006; Kantrowitz, 2011). 
Полученные методом рентгеноструктурного анализа структуры 
свободного фермента, промежуточного фосфосерила, комплексов 
фермент-ванадата, имитирующих переходное состояние, и некова-
лентно связанного комплекса фермент-фосфата были использо-
ваны для определения молекулярных и атомарных деталей катали-
тического механизма ЩФ E. coli (Zalatan et al., 2008; Kantrowitz, 
2011; Andrews et al., 2013; Sunden et al., 2015). Как неспецифная 
фосфатаза, ЩФ во время катализа взаимодействует исключительно 
с переносимой фосфорильной группой и атомом кислорода «ухо-
дящей» группы, но не образует никаких связей с другими атомами 
«уходящей» группы, что позволяет ей высвобождать Pi из любого 
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доступного источника монозамещенного фосфата (Peck et al., 2016; 
Andrews et al., 2013). 

Активный центр ЩФ E. coli состоит из биметаллического Zn2+-
специфического ядра, которое активирует проксимальный нуклео-
фил Ser102, в результате чего стабилизируется заряд, появляю-
щийся на атоме кислорода «уходящей» группы. Полагают, что до-
полнительную стабилизацию переходного состояния фосфориль-
ного переноса обеспечивают остаток Arg166 (R166) и молекулы 
воды в активном центре, координированные ионом Mg2+, а также 
водородные связи остатка Lys328 (K328) (рис. 4 А, 8, 9). Тетраэд-
рическая геометрия субстрата, вероятно, обеспечивает триго-
нально-бипирамидальную геометрию переходного состояния при 
переносе фосфорила (Peck et al., 2016). Последние данные о кри-
сталлической структуре ЩФ E. coli, связанной с вольфраматом, и 
о каталитической активности фермента свидетельствовали в 
пользу модели ковалентного аддукта, которая соответствует триго-
нально-бипирамидальной геометрии (рис. 4 А). Это, в свою оче-
редь, отражает геометрию предполагаемого переходного состоя-
ния в процессе фосфорильного переноса, поскольку вольфрамат в 
других активных центрах чаще всего находится в тетраэдрической 
геометрии (Peck et al., 2016). В работе Пек и др. (Peck et al., 2016) в 
очередной раз было показано, что ЩФ E. coli представляет собой 
димер, так как при кристаллизации с вольфраматом как имитато-
ром субстрата наличие двух лигандов в двух активных центрах 
кристаллической молекулы было очевидным (Peck et al., 2016). 
Кроме того, стабилизации каталитически активной конформации 
ЩФ E. coli способствуют два дисульфидных мостика из четырех 
остатков цистеина (Cys168-Cys178 и Cys286-Cys336), связываю-
щих две субъединицы, необходимые для созревания активного ди-
мера в периплазматическом пространстве (Bosron et al., 1977). Му-
тация остатка треонина Thr59Arg привела к получению фермента в 
мономерной форме с температурой денатурации 43˚C, тогда как 
димер ЩФ E. coli природного типа сохраняет активную конформа-
цию до 97 ◦C (Boulanger et al., 2003). Несмотря на обнаружение свя-
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занных ионов металлов у мутантного белка Thr59Arg, его катали-
тическая активность была в 104 раза ниже активности фермента 
природного типа. Эти результаты также убеждают в том, что при 
димеризации происходят значительные конформационные измене-
ния, которые повышают термостабильность, силу связывания ме-
таллов и обеспечивают оптимальные условия для каталитической 
реакции (Boulanger et al., 2003; Orhanović et al., 2006). 

Кроме того, высказано предположение об ассиметричности кон-
формации субъединиц димера ЩФ E. coli из-за отрицательной ко-
оперативности при связывании ионов Mg2+. В связи с этим, димер 
фермента подвержен аллостерической регуляции ионами Mg2+ в 
присутствии как продукта реакции, так и субстрата (Orhanović et 
al., 2003). Результаты кинетических исследований активации ЩФ 
E. coli ионами Mg2+ показали, что механизм их действия на актив-
ность ЩФ заключается во взаимодействии между субъединицами. 
Высвобождение продукта реакции увеличивается за счет конфор-
мационного изменения, приводящего к образованию субъединицы 
с более низким сродством как к субстрату, так и к продукту. Для 
обеспечения связывания субстрата и высвобождения продукта в 
ходе каталитического цикла происходит чередование двух состоя-
ний конформации субъединиц (рис. 15).  

Таким образом, ЩФ E. coli проявляет более высокую актив-
ность в присутствии Mg2+, поскольку его связывание увеличивает 
скорость конформационных изменений. Неорганический фосфат, 
образующийся при гидролизе ковалентно связанного интермеди-
ата, остается связанным с субъединицей 1 до тех пор, пока субъ-
единица 2 не свяжется с субстратом или Mg2+ (рис. 15). Конформа-
ционно контролируемая и поддерживаемая ионами Mg2+ диссоци-
ация продукта реакции (Pi) может служить кинетическим переклю-
чателем, предотвращающим потерю Pi в окружающую среду 
(Orhanović et al., 2003). 
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Рис. 15. Реакционный цикл ЩФ E. coli в присутствии ионов Mg2+: 
Субъединица 1 с высоким сродством (□); Субъединица 2 с низким 
сродством (○); Ковалентно связанный неорганический фосфат (-P); 
Фосфомоноэфир (ROP); Спиртовая «уходящая» группа (РОН) 
(Orhanović et al., 2003). 

 
Это предположение согласуется с тем фактом, что основной 

функцией ЩФ E. coli является обеспечение клетки Pi в условиях 
роста микроорганизма в обедненной питательной среде путем от-
щепления фосфатной группы от различных органических соедине-
ний для увеличения скорости ее диффузии внутрь через наружную 
мембрану (Horiuchi et al., 1959). Поскольку Pi представляет собой 
высокозаряженный анион, E. coli использует специальные перме-
азы для транспортировки этого иона через свою внутреннюю мем-
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брану – неполярную область, практически непроницаемую для за-
ряженных молекул. Такая специализированная система была опи-
сана как фосфат-специфическая транспортная система (Pst-си-
стема) (Willsky et al., 1973; Rao and Torriani, 1990; Krawczun et al., 
2020). Конформационно-контролируемая диссоциация продукта Pi 
может усилить перенос метаболита к другому белку, поскольку 
конформационному изменению может способствовать как взаимо-
действие с трансмембранным каналом, так и с белком-акцептором. 
Кроме того, такой механизм работы ЩФ, и сама транспортная Pst-
система обеспечивают возможность одновременной диффузии 
ионов Mg2+ и Pi в клетку (Orhanović et al., 2003; Jackson et al., 2008). 

Фермент ЩФ E. coli проявляет широкую субстратную специ-
фичность и катализирует гидролиз 5'-концов ДНК и РНК, нуклео-
тидов и реакцию трансфосфорилирования в присутствии высоких 
концентраций акцепторов фосфата. Кроме того, он гидролизует 
моноэфиры оксифосфатов, различные О- и S-фосфоротиоаты, фос-
форамидаты, тиофосфаты и другие фосфаты (Krawczun et al., 2020; 
Zhou et al., 2021). У ЩФ E. coli обнаружена также незначительная 
активность фосфит-зависимой гидрогеназы при окислении фос-
фита до фосфатаи Н2. Однако удельная активность очищенной ЩФ 
E. coli при окислении фосфита в 1000 раз меньше, чем при гидро-
лизе эфиров фосфорной кислоты (Yang et al., 2004; Krawczun et al., 
2020).  

ЩФ E. coli широко используют в молекулярном клонировании 
для удаления 5'-фосфатов из линеаризованных векторов, обнару-
жения продуктов ПЦР, мечения праймеров и в иммуноанализе 
(Буйновская и др., 2018; Krawczun et al., 2020). 

Природную или рекомбинантную ЩФ E. coli выделяют из пе-
риплазматического пространства путем разрушения внешней мем-
браны клеток, используя осмотический шок, ультразвук или полу-
чают из мутантного штамм E. coli (Krawczun et al., 2020). Совокуп-
ность факторов, стабилизирующих 3D-активную конформацию, 
обеспечивающих высокую термостабильность фермента, значи-
тельно превышающую температурный диапазон роста E. coli, поз-
воляет использовать для очистки ЩФ стадию нагревания. Фермент 
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активен до 80˚С и обратимо ренатурирует при 90˚С (Applebury and 
Coleman, 1969; Schlesinger and Barrett, 1965). Альтернативный спо-
соб получения рекомбинантной ЩФ в цитоплазме E. coli предпо-
лагает получение неактивного фермента без лидерного пептида, 
меченного остатками Hisx6, с последующей его очисткой и окис-
лением/ренатурацией in vitro (Krawczun et al., 2020). 

Биоинформатический анализ последовательностей и 3D-струк-
тур ЩФ E. coli используют для сравнительного структурно-функ-
ционального анализа ЩФ из других источников, например, для 
объяснения повышенной активности ЩФ млекопитающих по срав-
нению с бактериальными ЩФ, металлоспецифичности активных 
центров, субстратной специфичности и других каталитических и 
физико-химических свойств родственных ферментов 
(Gudjónsdóttir and Asgeirsson, 2008; Kantrowitz, 2011; Bobyr et al., 
2012; Hjörleifsson et al., 2020).  

2.2. Генетическая регуляция и транспорт фосфора  
у бактерии E. coli 

 
Бактерия E. coli выработала определенный механизм поглоще-

ния фосфатов из окружающей среды и поддержания их оптималь-
ного стабильного внутриклеточного уровня (1–10 мМ) (Shulman et 
al., 1979; Rao et al., 1993; Xavier et al., 1995; McClear, 2017). Фос-
фатный гомеостаз устанавливается за счет поддержания баланса 
между импортом, ассимиляцией, секвестированием и экспортом 
фосфатов клеткой с помощью множества белков транспортной си-
стемы и их генетической регуляции в ответ на изменение уровня 
концентрации фосфатов в окружающей среде. Этот механизм 
включает белки-импортеры неорганического фосфата PitA и PitB, 
а также комплекс белков специфической фосфат-транспортной си-
стемы PstSCAB (рис. 16, 17). 
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Рис. 16. Выравнивание последовательностей транспортных белков 
PitA и PitB с соответствующей топологической моделью. (A) Ами-
нокислотные последовательности PitA и PitB представлены в одно-
буквенном коде и выровнены с использованием Европейского от-
крытого программного обеспечения для молекулярной биологии 
(EMBOSS). Предсказанные трансмембранные спирали выделены 
зеленым цветом, консервативные характерные мотивы отмечены 
красным шрифтом. (B) Топологическая модель PitA и PitB. Пред-
сказанные трансмембранные спирали обозначены 1–10, соединяю-
щие их петли обозначены L1–L9 (McClear, 2017). 

 
Ассимиляция Pi клеткой, или включение его в органические мо-

лекулы, осуществляется преимущественно через синтез АТФ из 
АДФ и Pi. Мониторинг уровня содержания Pi в окружающей среде 
происходит через двухкомпонентную систему трансдукции 
PhoB/PhoR и формирование сигнальных комплексов на мембране, 
которые запускают экспрессию генов для синтеза белков, связыва-
ющих Pi и утилизирующих альтернативные источники фосфора в 
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лимитирующих условиях (рис. 17). Концентрация внутриклеточ-
ного Pi поддерживается циклом формирования и деградации поли-
фосфата (полиР). Механизм контроля внутриклеточного пула Pi 
включает специфические паттерны экспрессии транспортеров с 
разной аффинностью к Pi и скоростью его транспортировки (Hsieh 
and Wanner, 2010).  

 
 

Рис. 17. Модель гомеостаза Pi в E. coli. Внутриклеточное количе-
ство Pi поддерживается в умеренном диапазоне концентраций (≈ 10 
мМ). Механизмы такого гомеостатического поддержания вклю-
чают использование нескольких импортеров Pi с различным срод-
ством и скоростью его транспортировки через мембрану. Клетки 
также используют сложный двухкомпонентный сигнальный меха-
низм PhoBR, который напрямую контролирует экспрессию генов 
для синтеза связывающих транспортных белков с высоким срод-
ством к Pi (PitA и PitB) и белков для использования альтернативных 
источников фосфора (PstSCAB). Когда уровни Pi становятся чрез-
вычайно высокими, клетки включают режим экспорта или накоп-
ления Pi в виде полифосфата (полиР), который вырабатывается из 
АТФ ферментом Ppk. Передача сигналов происходит через двуком-
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понентную систему трансдукции PhoB/PhoR, включающая различ-
ные конформации транспортеров PstSCAB и бифункционального 
белка PhoR (фосфатаза/киназа). Поскольку транспортеры Pst пере-
ключаются между обращенными внутрь и наружу белковыми кон-
формациями во время транспорта Pi, они по-разному взаимодей-
ствует с PhoR. Это взаимодействие опосредовано белком PhoU. Об-
ращенная внутрь конформация белка PstВ взаимодействует с бел-
ком PhoR, стабилизируя его фосфатазную конформацию. Конфор-
мация транспортеров PstSCAB, обращенных наружу для связыва-
ния экзогенного Pi, благоприятствует стабилизации конформации 
киназы PhoR, которая позволяет специфическому домену CA свя-
зывать АТФ и аутофосфорилировать свой домен DHp (McClear, 
2017). 

 
Формирование полифосфата требует поступления адекватного 

количества молекул АТФ. После того, как уровень внутриклеточ-
ного фосфата достигает верхнего предела, фосфат экспортируется 
во внешнюю среду белками-транспортерами PitA, PitB, или YjbB 
(рис. 17). Метаболические реакции, сопряженные с этим процес-
сом, дополнительно контролируют внутриклеточное содержание 
полиP как запасного вещества. Первичными импортерами Pi явля-
ются белки PitA, PitB и PstSCAB (Wanner, 1996; McClear, 2017). 
Белки PitA and PitB могут выполнять и функцию вторичного транс-
порта для поступления в клетку комплексов Pi с металлами за счет 
тока протонов  (Harris et al., 2001; Jackson R.J. et al, 2008). Белки 
транспортной системы PstSCAB являются Pi-зависимыми ABC-
транспортерами, которые импортируют Pi за счет энергии гидро-
лиза АТФ (Rosenberg et a.l, 1987; Webb et al., 1992; McClear, 2017). 
Транспортные белки, которые участвуют в экспорте Pi, включают 
глицерол-3-фосфат:Pi-антипортеры PitA, PitB и GlpT,  гескозо-6-
фосфат:Pi-антипортер UhpT, и Pi-экспортер YjbB (Motomura et al., 
2011; McClear, 2017). Сигнальная система трансдукции, контроли-
рующая экспрессию генов всех этих белков в ответ на лимитирую-
щее рост микроорганизмов снижение уровня внеклеточного Pi, со-
стоит из ключевого белка, гистидин киназы PhoR, и белка-регуля-
тора ответа PhoB (Hsieh and Wanner, 2010; Santos-Beneit, 2015). Ко-
гда регулятор PhoB получает фосфорильную группу отгистидин 
киназы PhoR, он связывается с ДНК и активирует транскрипцию 
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ряда генов (рис. 17) для осуществления процессов высокоаффин-
ного связывания Pi (включая транспортер PstSCAB) и утилизации 
альтернативных источников фосфора (Makino et al., 1993; McClear, 
1996; Bachhawat et al., 2005). Было показано, что регулон PhoB ре-
гулирует включение не менее 31 генов, включая в том числе гены 
периплазматической ЩФ phoA, транспортных белков pstSCAB и 
регуляторных белков phoB и phoR (Hsieh and Wanner, 2010; 
McClear, 2017). ЩФ в свою очередь поставляет фосфорильные 
группы из органических молекул. К членам регулона Pho, действу-
ющего в случае перехода на альтернативные органические источ-
ники поставки фосфора, относятся и гены ugpBAECQ, которые ко-
дируют АВС-транспортеры глицеро-3-фосфата и фосфодиэсте-
разу, а также гены phnCDEFGHIJKLMNOP, кодирующие транс-
портер фосфоната и ферменты комплекса C-P-лиаз, которые участ-
вуют в синтезе фосфорибозила из импортируемого фосфоната. По-
мимо этих 31 генов, напрямую контролируемых регулоном PhoB 
(Baek and Lee, 2006; Hsieh and Wanner, 2010; McClear, 2017), под 
его косвенным влиянием (положительным и отрицательным) мо-
жет находиться синтез, предположительно, еще 400 белков 
(VanBogelen 1996; Yuan et al., 2006).  

Таким образом, в результате действия системы сигнальной 
трансдукции PhoBR регулируются потребности клетки E. coli в 
фосфоре для поддержания его минимального внутриклеточного 
уровня при недостатке в окружающей среде, то есть в условиях, 
лимитирующих клеточный рост. Избыточная концентрация внут-
риклеточного Pi также является проблемой для обеспечения гомео-
стаза клетки, как было показано для мутанта phoU E. coli (McClear, 
2017). Ген phoU является пятым геном оперона pstSCAB-phoU, и 
его функцияявляется контролированиезаключается в контролеак-
тивности и количества транспортёров PstSCAB (Steed and Wanner, 
1993). Мутация phoU вызывала снижение роста клеток, вероятно, 
из-за токсического действия избытка внутриклеточного Pi (Surin 
1985; Steed and Wanner, 1993; Haldimann 1998). Таким образом, 
клетки E. coli обладают гомеостатическими механизмами, поддер-
живающими внутриклеточный уровень Pi в оптимальном режиме.  
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2.3. Структурная классификация щелочных  
фосфатаз бактерий 

2.3.1. Щелочные фосфатазы PhoA, PhoD и PhoX имеют  
разную структуру и принадлежат к разным предковым  

линиям гомологов 
 

Бактериальные ЩФ можно разделить по аминокислотной по-
следовательности (первичной структуре) на три основных струк-
турных семейства: PhoA, PhoD и PhoX, относящихся к белкам 
COG1785, COG3540 и COG3211 соответственно, которые происхо-
дят от разных предковых генов согласно классификации, приводи-
мой в базе данных Кластеров Ортологичных Групп (Clusters of 
Orthologous Genes, COG), (Ragot et al., 2015; Galperin et al., 2021). 
Структура ферментов семейства PhoA была изучена первой, так 
как к нему принадлежит классическая фосфомоноэстераза E. Coli 
(Yang et al., 2012). В дальнейшем у бактерий окружающей среды 
были обнаружены ферменты, негомологичные ЩФ E. Coli, но об-
ладающие похожими свойствами. Высокая вариабельность белко-
вых последовательностей у ЩФ характерна как для представите-
лей разных семейств, так и внутри каждого семейства, в зависимо-
сти от таксономической принадлежности продуцентов этих фер-
ментов (Zaheer et al., 2009; Kageyama et al., 2011; Ragot et al., 2015).  

Несмотря на низкую идентичность последовательностей у пред-
ставителей семейств бактериальных ЩФ PhoA, PhoD и PhoX, об-
щим для них свойством является продукция Pi во время истощения 
его запасов в окружающей среде, и, следовательно, их экспрессия 
и ферментативная активность подавляются большими концентра-
циями Pi. Однако в отличие от Mg2+-активируемых фосфомоноэсте-
раз семейства PhoA, большинство представителей семейств PhoD 
и PhoX проявляют максимальную активность в присутствии ионов 
Ca2+в отношении более широкого круга субстратов – как моно-, так 
и диэфиров фосфатов, за некоторыми исключениями (табл. 2) 
(Ragot et al., 2015; Noskova et al., 2019; Hong et al., 2021). Так, не-
давно из морской γ-протеобактерии С. amphilecti KMM 296 была 
выделена щелочная фосфатаза/фосфодиэстераза CamPhoD с новой 
структурой (код доступа GenBank ID: WP_043333989) и широкой 
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субстратной специфичностью. Она отнесена к белковому струк-
турному семейству PhoD, однако фермент проявлял необычную 
металлоспецифичность к ионам Co2+ и Fe3+ (Noskova et al., 2019). 
Ближайшим по кристаллической структуре гомологом этого фер-
мента в момент построения его 3D-модели был фермент бактерии 
Bacillus subtilis (код доступа PDB ID: 2YEQ) с идентичностью бел-
ковой аминокислотной последовательности 20.5% (рис. 18), в ак-
тивный центр которого входило два иона Ca2+ и один ион Fe3+ 
(Rodriguez et al., 2014).  

Кроме этих двух представителей семейства PhoD у штамма 
Pseudomonas fluorescens Pf0-1 была обнаружена фосфомоноэсте-
раза из отдаленного структурного семейства PhoX, в активный 
центр которой включены ионы Ca2+ и Fe3+ (Yong et al., 2014). Столь 
необычная архитектура активного центра и его Fe3+-специфич-
ность могла развиться у ЩФ в условиях дефицита цинка (и кальция 
в случае Co2+-специфичности CamPhoD), необходимой для адапта-
ции бактерии к определенной окружающей среде в какой-то исто-
рический период времени (Kathuria et al., 2010; Yong et al., 2014; 
Rodriguez et al., 2014; Noskova et al., 2019). Возможно, это свойство 
было заимствовано почвенными бактериями у пурпурных кислых 
ЩФ (PAP) растительного происхождения, содержащих в активном 
центре двухвалентные ионы Mn2+ (или Zn2+) и лигированный тиро-
зином ион Fe3+, который придает ферменту пурпурную окраску при 
λ 510–560 нм (Rodriguez et al., 2014). Положение фосфат-иона в 
пространственной структуре ЩФ PhoD аналогично его положению 
в структуре фермента PAP батата. Это позволило предположить, 
что нуклеофильный гидроксид-ион, между ионами Fe3+ и Ca2+(A) 
(рис. 18), является единственным вероятным нуклеофилом, способ-
ным участвовать в прямом замещении «уходящей» группы в реак-
ции ферментативного переноса фосфорила (Yong et al., 2014). Дей-
ствительно, в фосфатных и ванадатных комплексах оксид-ион рас-
положен ниже атома фосфора и находится непосредственно на ли-
нии разрываемой связи (рис. 18). Он также блокирует доступ дру-
гих потенциальных нуклеофилов к атому фосфора субстрата и про-
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тивоположному атому «уходящей» группы во всех трех комплек-
сах «PhoX-лиганд» (Rodriguez et al., 2014). Кроме того, известен 
случай гидролиза низкомолекулярных эфиров фосфорной кислоты 
оксидным ионом, соединяющим два иона Co3+ (Williams, 1999). 
Предположено, что оксидный нуклеофил с металлическими мости-
ками присутствует в Ca2+, Fe3+-зависимой пурпурной кислой фос-
фатазе PAP (Schenk et al., 2005; Rodriguez et al., 2014). Из-за слож-
ности отделения µ-мостикового атома кислорода от ионов Fe3+ су-
ществует вероятность, что первоначальный продукт реакции рас-
падается в результате второй нуклеофильной атаки молекулой 
воды, происходящей с противоположной от атома фосфора сто-
роны (Yong et al., 2014). Эта молекула воды, вероятно, активиру-
ется путем связывания со вторым ионом Ca2+, поскольку он взаи-
модействует с противоположной стороны с атомом кислорода раз-
рываемой связи субстрата (Yong et al., 2014). Тем не менее, нельзя 
исключить возможность того, что окружение активного центра де-
лает лабильным µ-мостиковый атом кислорода, что позволяет вы-
свободить исходный продукт (Yong et al., 2014). 
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активность, 
KM, kcat,  

зависимость 
Ме2+ 

1 2 3 4 5 6 7 8
ECAP, E. coli (McComb et 
al., 1979) 47,2 х 2 450 5,54 

8,0 (0,1 М трис-
HCl) 37 

90оС,
t50=8 мин 

60 ед/мг;
KM=0,17 мМ; 
kcat=139/ сек-1

SAP, креветка Pandalus 
borealis (de Backer et al., 
2002)  52,9 х 2 475 4,68 

10,4 (0,1 М 
глицин-NaOH) 37 

65оС,
t100=15 мин 

4500 ед/мг;
KM=0,54 мМ; 
kcat=11500 /сек-1;  
(Mg2+)

VAP, морская бактерия 
Vibrio sp. G15-21 (Helland et 
al., 2009; Hjörleifsson et al., 
2017)   55,4 x 2 502 5,39 

9,8 (10 мМ трис-
HCl/10 мМ 
глицин-NaOH) 

37 

40 оС
t50=6 мин  
25,8оС, (pH=8) 
t50=30 мин  
33,2 оС 
(pH=10,5) 
t50=30 мин 

3707 ед/мг;
KM=2 мМ; 
kcat=1024/сек-1;
(Mg2+) 

TAP, морская 
бактерия штамм TAB5 (Lu 
et al., 2010) 

38 x n 353 5,48 
8,5 (1 М ДЭА)

25 
50 оС,
t100=15 мин 

1650 ед/мг;
(Mg2+ ) 



 

Окончание таблицы 2 
1 2 3 4 5 6 7 8

HaAP, галофильная  
бактерия Halomonas sp. 593 
(Arai et al., 2014) 

62 x 2 527 - 
10,25 
(0,97 M ДЭА) 37-50 

60оС
t80=5 мин 

6700 ед/мг (Mg2+, 
Mn2+) 

PLAP, плацента человека 
(Le Du et al., 2001)   55,5 х 2 512 5,79 

9,8 (1 М ДЭА)

37 

68оС,
t50=30 мин 

kcat=460±11/
сек-1;  
KM=0,36± 0,03 мМ; 
(Mg2+) 

SCAPase, морская  
бактерия Shewanella sp. 
(Murakawa et al., 2002) 

41,8 400 - 9,8 40 
20оС 1500 ед/мг

ALP, кишечник голотурии 
Stihopus japonicaus  
(Wu et al., 2013) 

167 x 3 
(97, 35, 

35) 
- - 

10,4 (0,2 М гли-
цин /NaOH) 
(Mg2+) 

40 
50ºС, 
t83=60 мин 

KM=5,76 мМ (Mg2+)

ЩФ, яйцеклетки морского 
ежа Strongylocentrotus inter-
medius (Сейткалиева  
и др., 2017). 

75 x 2 - - 

8,1 – 8,5 
(25 мМ Tris-HCl 
буфер, 150 мМ 
NaCl)

45 

48 ºС,
t50=20 мин 

KM=0,17 мМ Vmax=0,98 
мкМоль/мин-1 
(Mg2+, Ca2+, Mn2+) 

CamPhoD, морская  
бактерия C. Amphilecti 
KMM 296 (Noskova et al., 
2019)  54,8 х 2 492 5,08 9,2 45 

65 °C,
t100=20 мин 

18,2 ед/мг 
(п-НФФ);  
0,3 ед/мг (бис-пПФФ);  
KM=4,2 мМ 
Vmax=0,203 мM/мин 
(Co2+ и Fe3+)

CmAP, морская бактерия C. 
amphilecti KMM 296 
(Golotin et al., 2015; 
Nasu et al., 2012) 55 х 1 503 4,53 

10,3 в (1М ДЭА) 
(Mg2+) 

37-50 
оС 

40 оС,
T50=27 мин 
50 оС, 
t100=60 мин 

12700 ед/мг; 
KM=13,2±1,48 мМ, 
kсat=28300/ 
сек-1 
kсat/KM=2,1± 0,24 х 106

сек-1/М-1



 



 

Рис. 18. Вверху – характеристика активного сайта щелочной фосфатазы/фосфодиэстеразы PhoD B. 
Subtilis (PDB ID: 2YEQ) (Rodriguez et al., 2014): (A) – Диаграмма взаимодействий фосфата с активным цен-
тром PhoD. Боковые цепи аминокислот и связанный фосфат-ион показаны в виде палочек, атомы углерода – 
серым цветом, атомы кислорода – красным, атомы азота – синим, атомы фосфора – голубым, атомы серы – 
желтым. Связывающие взаимодействия представлены пунктирными линиями. На рисунке отмечены рас-
стояния (Å) связей до фосфат-иона. Другие расстояния между ионами металлов и лигандами приведены в 
таблице в правой части рисунка; (В) – фосфатазная активность вариантов активного сайта PhoD с исполь-
зованием п-НФФ в качестве субстрата. PhoDwt – белок природного типа (Rodriguez et al., 2014). Внизу – 
2D-диаграммы контактов активного центра Co2+,Fe3+-специфичной фосфатазы/фосфодиэстеразы CamPhoD 
морской бактерии С. amphilecti KMM 296 (GenBank ID: WP_043333989) с субстратом (А) и активного цен-
тра прототипа ЩФ PhoD B. Subtilis (PDB ID: 2YEQ) с субстратом (В) (Noskova et al., 2019). 
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Некоторые авторы включают в классификацию бактериальных 
ЩФ четвертое семейство конститутивных Ca2+-зависимых ЩФ (се-
мейство PafA) с широкой субстратной специфичностью и неизвест-
ной метаболической функцией, распространенных в геномах фла-
вобактерий, преимущественно Bacteroidetes, ассоциированных с 
ризосферами растений, так как их экспрессия и ферментативная ак-
тивность не подавляются продуктом реакции (Pi) и не контролиру-
ются известными регуляторами в отличии от других ЩФ (Lidbury 
et al., 2022). Впервые ЩФ PafA была обнаружена в бактерии 
Elizabethkingia meningoseptica. Белок с молекулярной массой 60 
кДа имел 14 и 22% идентичности соответственно с ЩФ PhoA E. 
Coli и ЩФ PhoD продуцента этанола – Zymomonas mobilis, которая 
также была нечувствительна к переизбытку Pi (Berlutti et al., 2001). 
Однако такое же свойство было обнаружено у ЩФ PhoA, выделен-
ной из морской бактерии C. Amphilecti KMM 296, имеющей иден-
тичность белковой последовательности с ЩФ E. Coli не более 
22,3% (Plisova et al., 2005; Golotin et al., 2015). Было показано, что 
наличие неиндуцибельных и нерепрессируемых ЩФ PafA у флаво-
бактерий способствует быстрой реминерализации различных орга-
нофосфатов и накоплению Pi, что обеспечивает вторичный рост 
других видов бактерий в микробиомах (Lidbury et al., 2022). Кроме 
того, PafA-подобные ЩФ могут проявлять активность в отноше-
нии фосфотриэфиров, что расширяет роль этих ферментов в при-
роде (Ragot et al., 2015; Barrozo et al., 2015). Однако похожие свой-
ства встречаются и у ЩФ PhoD, PhoX и PhoA (Wu et al., 2007; 
Kageyama 2011; Ragot 2015; Sunden, 2017; Srivastava et al., 2021). 
Так, рекомбинантный аналог ЩФ PhoA из морской бактерии 
Alteromonas mediterranea показал широкую субстратную специ-
фичность в отношении фосфоди- и триэфиров, а также сульфатов 
при низких значениях концентрации субстрата, тогда как высокую 
каталитическую эффективность фосфомоноэстеразы фермент про-
являл при высокой концентрации субстрата (Srivastava et al., 2021).  

Таким образом, структурная классификация ферментов ЩФ от-
ражает только их принадлежность к различным гомологичным ли-
ниям, произошедшим от разных предковых генов, которые эволю-
ционировали независимо друг от друга для выполнения одних и тех 
же функций в организме и/или микробиоме (рис. 19). 
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Различное происхождение ЩФ подтверждается принадлежно-
стью ферментов разных белковых семейств к различным системам 
транслокации через мембрану. Несмотря на то, что все ЩФ явля-
ются белками периплазматического или эктраклеточного назначе-
ния (Luo et al., 2009),  ЩФ PhoD и PhoX экспортируются во внеш-
нюю среду через твин-аргининовый (Tat) путь (Wu et al., 2007; 
Kageyama 2011; Zaheer et al., 2009), тогда как PhoA секретируется 
через Sec-путь транслокации белка (Zaheer et al., 2009).  

Кроме того, внутри самих семейств наблюдается существенная 
структурная дивергенция при построении филогенетических дере-
вьев на основе анализа белков ЩФ из различных источников (рис. 
19). Одна филогенетическая линия ЩФ (PhoX-I) встречается пре-
имущественно у α- и γ-Proteobacteria и характеризуется наличием 
консервативного глицина в сайте связывания иона Ca2+ (Lee et al., 
2015). Вторая филогенетическая линия ЩФ (PhoX-II), отличающа-
яся наличием консервативного аспарагина в этом же металлосвязы-
вающем сайте, определяет филотип грамположительных бактерий 
Actinobacteria, большинства Cyanobacteria, многих α-Proteobacteria, 
включая Sphingopyxis, Sphingobiumи Sphingomonas (рис. 19), за ис-
ключением γ-протеобактерии P. Fluorescence, имеющей ЩФ PhoX с 
необычной металлозависимостью и механизмом действия, свой-
ственным в большей степени бактериальным щелочным фосфата-
зам/фосфодиэстеразам филогенетической линии  гомологов PhoD 
(Zaheer et al., 2009; Sebastian et al., 2009; Lee et al., 2015). Анализ про-
моторных регионов геномов большинства из этих бактерий (Zaheer 
et al., 2009) показал наличие сайта связывания регуляторного белка 
фосфатного регулона PhoB, также характерного для регуляции син-
теза ЩФ семейств PhoA и PhoD (рис. 17).  
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Рис. 19. Филогенетический анализ ЩФ метагеномов. Филогенети-
ческое дерево, основанное на сходстве полноразмерных выведен-
ных аминокислотных последовательностей, построено с помощью 
программы MEGA 5.2 по методу «ближайших соседей» (neighbor-
joiningmethod). Номера доступа баз данных GenBank или PDB ука-
заны после видового названия. В узлах указаны значения бутстреп-
анализа, основанного на 1000 выборок (Lee et al., 2015).  
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2.4. Распространенность  
щелочных фосфатаз бактерий в природе 

 
Кластерный анализ результатов скрининга экзогенной фермен-

тативной активности у штаммов бактерий разных таксономических 
групп показывает, что все их внеклеточные ферменты можно раз-
делить на две группы в зависимости от принадлежности к основ-
ным или второстепенным метаболическим функциям в бактериаль-
ной клетке (Mühling et al., 2015). Как видно на рисунке 20, фосфо-
моно- и диэстеразы принадлежат к ферментам основного метабо-
лизма (Cluster I).  

 
Рис. 20. Дендрограмма результатов кластерного анализа совмест-
ной встречаемости ферментативных активностей среди 374 бакте-
риальных изолятов. Серыми линиями отмечены узлы, в которых 
разделение ферментативных активностей на разные кластеры 
могло возникнуть случайно (тест SIMPROF). 34 фермента разде-
лены на два кластера (I, II), которые соответствуют определению 
«основных» (кластер I) и «специализированных» (кластер II) фер-
ментов. Ферменты, не соответствующие этому определению, выде-
лены курсивом и подчеркнуты (Mühling et al., 2015).  
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Важно отметить, что в морской среде большинство активных 
продуцентов ЩФ принадлежат к γ-протеобактериям, в то время как 
у наземных бактерий среди активных продуцентов ЩФ преобла-
дают актинобактерии (Mühling et al., 2015). В геноме большинства 
бактерий присутствует ЩФ какого-либо одного семейства, оба 
представителя семейств PhoX и PhoA, или PhoX/PhoA и PhoD у од-
ной и той же бактерии встречаются редко (Zaheer et al., 2009; 
Sebastian et al., 2009; Noskova et al., 2019). 

2.4.1. Щелочные фосфатазы PhoX и PhoA являются  
таксономическими маркерами морских метагеномов 

 
Результаты масштабного скрининга генетических структур и 

ферментативной активности одновременно показали, что как у 
почвенных, так и у морских изолятов встречается весьма ограни-
ченное количество гомологов классической ЩФ PhoA E. Coli, в ос-
новном, это Bacteroidetes и γ-Proteobacteria. Фосфатаза PhoX ши-
роко распространена среди различных бактериальных таксонов, 
включая цианобактерии (рис. 21), поэтому ее часто можно обнару-
жить в морских метагеномах базы данных сервера Global Ocean 
Survey (Sebastian and Ammerman, 2009).  

 
Рис. 21. Предположительная таксономическая принадлежность ге-
нов и транскриптов ЩФ у морских бактерий в ответ на Pi-стресс в 
прибрежном мезокосме: (а) PhoA, (b) PhoX (Sebastian et al., 2009). 
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Эти таксоны включают такие экологически важные группы бак-
терий, как Roseobacter и Trichodesmium. Ферменты PhoX данных 
групп микроорганизмов индуцируются исключительно при фос-
форном голодании и составляют примерно 90% суммарной фосфа-
тазной активности модельной морской бактерии Silicibacter 
pomeroyi (Sebastian and Ammerman, 2009). Анализ доступных к 
2009 году транскриптомных и метагеномных данных показал, что 
ЩФ PhoX является наиболеешироко распространенным фермен-
том субтропических олиготрофных бактерий северной части Ти-
хого океана. Идентификациюбольшого количества генов ЩФ PhoX 
этих экологически важных групп микроорганизмов можно исполь-
зовать как маркер Pi-стресса и один из способов изучения цикла 
фосфора в Мировом океане (Sebastian et al., 2009). Гены, кодирую-
щие PhoX, также присутствуют у цветущих цианобактерий 
Mycrocystis, обитающих в пресных и малосоленых водоемах (Hong 
et al., 2021), эукариотических зеленых водорослей, включая мо-
дельный организм Chlamydomonas reinhardtii (Moseley et al., 2006),	
и	патогенов человека, у которых фермент является одним из фак-
торов патогенности и секретируется через Tat‐систему	трансло‐
кации	белков	(Roy et al., 1982; van Mourik et al., 2008;  Sebastian et 
al., 2009).  

В то же время наличие структур семейства ЩФ PhoA в метаге-
номах может быть показателем большого количества представите-
лей Bacteroidetes (рис. 21), например, во время цветения микрово-
дорослей (Sebastian and Ammerman, 2009; Baltar et al., 2016). Более 
поздние исследования метагеномных данных международных баз 
(the Tara Ocean Microbiome, Malaspina Deep Metagenome Assembled 
Genomes и др.), размещенных на платформе веб-сервера Ocean 
Gene Atlas, показали высокие уровни содержания ферментов струк-
турного семейства PhoA, в том числе с широкой субстратной и ка-
талитической специфичностью, в экосистемах всех бассейнов юж-
ных регионов Тихого Океана (Srivastavaetal., 2021). Авторы иссле-
дований отмечают, что распространенность ЩФ PhoA может до-
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стигать 30% от общего количества прокариотических ЩФ, ассоци-
ированных с цветущим фитопланктоном (TadaY, 2011; Srivastava et 
al., 2021). 

2.4.2. Щелочные фосфатазы PhoD преобладают  
среди ферментов почвенных бактерий 

 
Щелочные фосфатазы структурного семейства PhoD широко 

распространены как в наземных, так и водных экосистемах, однако 
преобладают у почвенных бактерий (рис. 22). 

	
 
Рис. 22. Распространенность генов phoD базы данных IMG/M: (а) – 
Доля секвенированных геномов, содержащих гомолог phoD. 
Цифры в скобках указывают общее количество секвенированных 
геномов в каждом таксоне; (b) – Относительная распространен-
ность генов phoD в различных типах сред (нормализованная в виде 
количества генов phoD на количество оснований, секвенированных 
в одном наборе метагеномных данных). Цифры в скобках указы-
вают количество наборов метагеномных данных для каждого типа 
среды (Ragot et al., 2015). 
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Так, анализ геномов и метагеномов 3011 образцов, опублико-
ванных в базе данных микроорганизмов IMG/M, показал преобла-
дание в почвенных образцах структур ЩФ PhoD бактерий, относя-
щихся к семействам Actinomycetales (13–35%), Bacillales (1–29%), 
Gloeobacterales (1–18%), Rhizobiales (18–27%) и Pseudomonadales 
(0–22%), в зависимости от рН почвы (рН 4,2–6,8). Наиболее вариа-
бельными по содержанию PhoD были бактерии Burkholderiales, 
Caulobacterales, Deinococcales, Planctomycetales и 
Xanthomonadales, а содержание PhoD, в свою очередь, зависело от 
популяционной структуры локального микробиома почвы (Ragot et 
al., 2015). Кроме того, драйверами формирования видового состава 
и вариабельности структур ЩФ у почвенных бактерий являются 
климат, тип почвы и растительного покрова, характер и частота 
сельскохозяйственного использования земель, а также концентра-
ция в них питательных веществ и микроэлементов (рис. 23). 

Однако phoD-содержащие бактериальные таксоны находятся в 
большей зависимости от типа почвы и концентрации фосфора, то-
гда как бактерии с генами phoX появляются в микробиальном со-
обществе в ответ на увеличение общего содержания органических 
веществ в результате изменения рН и интенсивности сельскохозяй-
ственного использования земель (Ragot et al., 2017).  

Второе место по количеству генов ферментов PhoD занимают 
морские бактерии, которые, по понятным причинам, сообщаются с 
резидентной микробиотой суши, или сами когда-то претерпевали 
неоднократные эволюционные переходы из наземных обитателей 
в морские, и наоборот (Luo et al., 2009; Tan et al., 2013; Ragot 2015; 
Balabanova et al., 2016, 2018, 2023; Zhang et al., 2019).  
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Рис. 23. Относительное распределение phoD- (a) и phoX- (b) содер-
жащих таксонов микроорганизмов (по оси ОУ) и их корреляция с 
факторами окружающей среды (по оси ОХ) (Ragot et al., 2017). 
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2.4.3. Множественность паралогов щелочных фосфатаз  
у бактерий как признак экологической специализации  

 
Следует отметить, что некоторые представители γ- и β-

Proteobacteria обладают множеством паралогов ЩФ различных се-
мейств, что указывает на возможную экологическую специализа-
цию бактерий как деструкторов органофосфатов окружающей 
среды и их высокую приспособленность к выживанию в различных 
условиях окружающей среды (Skouri-Panet et al., 2017; Noskova et 
al., 2021).  При аннотировании генов фосфатаз в геномах 
3630 штаммов бактерий из 33 филогенетических групп, 1794 из ко-
торых принадлежали протеобактериям, было выявлено 4% гено-
мов, содержащих не менее 5 генов ЩФ различных семейств 
(Skouri-Panet et al., 2017).  При этом у 35% обладателей множе-
ственных паралогов ЩФ присутствовал хотя бы один ген семей-
ства PhoA, тогда как 22 и 17% геномов имели соответственно гены 
ЩФ PhoX и PhoD. Различия в структуре и, следовательно, в фи-
зико-химических свойствах паралогов фосфатаз у одного орга-
низма позволяют предположить их функциональную диверсифика-
цию при ассимиляции разных органических фосфорных субстра-
тов при дефиците P в средах с различными химическими парамет-
рами (Skouri-Panet et al., 2017). Так, β-протеобактерия Ramlibacter 
tataouinensis (Rta), выделенная из песка, участвует в активной био-
минерализации фосфатов кальция в результате проявления катали-
тической активности пяти ферментов, принадлежащих к разным 
структурным семействам PhoX и PhoD (Skouri-Panet et al., 2017). 
Изоляты морских γ-протеобактерий рода Cobetia имеют в геномах 
от 2 до 5 генов, ответственных за синтез ЩФ, преимущественно 
семейств PhoX и PhoD (рис. 24).  
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Рис. 24. Филогенетическое дерево, основанное на сходстве полно-
размерных аминокислотных последовательностей ЩФ Cobetia 
spp., построенное с помощью программы MEGA 11 по методу мак-
симального правдоподобия (maximum likelihood). Номера доступа 
базы данных GenBank указаны перед видовыми названиями штам-
мов. Значения бутстрепа в узлах бутстреп-консенсусного дерева, 
построенного на основе 1500 выборок, составляют не менее 50%. 
Структуры ЩФ сгруппированы в семейства белков: 1, 2 – щелоч-
ная фосфатаза PhoD; 3 – щелочная фосфатаза PhoX; 4 – щелочная 
фосфатаза PhoA (высокоактивная ЩФ CmAP C. amphilecti KMM 
296 выделена зеленым цветом, ЩФ кальмара – голубым, ЩФ чело-
века – красным (Данные авторов).  
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Из-за небольшой численности штаммов микроорганизмов рода 
Cobetia (Cobetia sp.USD-24C, C. amphilectiKMM 296 
(KGA01942.1), Cobetia sp. 1AS1, Cobetia sp. 1CM21F, Cobetiasp. 
AM6), имеющих гены ЩФ PhoA (рис. 24), высказано предположе-
ние, что некоторые родительские клоны свободноживущих бакте-
рий приобрели дополнительный ген ЩФ PhoA и, таким образом, 
конкурентное преимущество при колонизации специфических по-
верхностей, таких, например, как органы и ткани организма-хозя-
ина, в целях выживания в симбиотическом микробиоме хозяина 
(Golotin et al., 2015; Balabanova et al., 2016; Alexiev et al., 2016; Nos-
kova et al., 2021). Действительно, филогенетический анализ всех ге-
нов ЩФ, обнаруженных в геномах каждого изолята Cobetia (рис. 
24), выявил, что наличие структуры PhoA является характерным 
признаком лишь для бактерий, ассоциированных с морскими бес-
позвоночными (Noskova et al., 2021), а также морской травой Zos-
tera spp.(Cobetia sp.USD-24C), поэтому признаны маркерами под-
вида С. аmphilecti (Noskova et al., 2021). Данная классификация 
была подтверждена анализом генов 16SРНК и полных геномов 
близкородственных представителей видов рода Сobetia (Plisova et. 
al., 2005; Romanenko et al., 2013; Alexiev et al., 2016; Noskova et al., 
2021). Структурно-функциональный анализ выявил значительное 
сходство высокоактивной ЩФ PhoA С. amphilecti CmAP с гомоло-
гом из психрофильного патогена морских рыб V. splendidus VAP 
как по первичной структуре (69,4 % идентичности и 82 % сходства 
аминокислотных последовательностей), так и по подобию физико-
химических свойств и кристаллической структуры (Helland et al., 
2009; Golotin et al., 2015; Markusson et al., 2022). 
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Глава 3. ОСОБЕННОСТИ СТРУКТУРЫ И ФУНКЦИИ 
ЩЕЛОЧНЫХ ФОСФАТАЗ СТРУКТУРНОГО  

СЕМЕЙСТВА PhoA 

Как было отмечено выше, структурное семейство ЩФ PhoA 
преимущественно ассоциируют с морскими гетеротрофными бак-
териями классов Bacteroidetes и γ-Proteobacteria, соседствующими 
с популяциями цианобактерий (Sebastian and Ammerman, 2009; 
Zaheer et al., 2009; Baltar et al., 2016; Tada Y, 2011; Srivastava et al., 
2021), а также с микроорганизмами, выделенными из микробиомов 
растений и животных, в частности такими, как симбионты (или па-
тогены) Vibrio spp. планктонных веслоногих ракообразных 
(Copepoda), симбионты (факультативный патоген) E. coli человека, 
эндофит корней сахарного тростника Enterobacter roggenkampii 
(Shoemaker et al., 2020;  Srivastava et al., 2021; Zorzetto et al., 2023); 
патогенморских рыб V. splendidus (Markusson et al., 2022); морские 
бактерии С. amphilecti, выделенными из целомической жидкости 
мидии Сrenomytilus grayanus (Plisova et. al., 2005), внутренних тка-
ней губки Amphilectus digitatus (Romanenko et al., 2013) и корней и 
стеблей морской травы Zostera spp. (Alexiev et al., 2016). Кроме 
того, большинство эукариот, за исключением некоторых растений, 
имеют собственные ферменты PhoA (Yang et al., 2012; Rader et al., 
2012; Duan, 2022). Все последовательности ферментов PhoA при-
надлежат к общей гомологичной линии белков и кластеризуются в 
отдельную ветвь филогенетического дерева (рис. 24).  

3.1. Семейство ЩФ PhoA включает прокариотические  
и эукариотические ферменты от беспозвоночных  

до млекопитающих 

 
Многоклеточные организмы также продуцируют Mg2+/Zn2+-за-

висимые ЩФ структурного семейства PhoA, гомологичные клас-
сической ЩФ E. coli (McComb et al., 1979; Millán et al., 2006; Yang 
et al., 2012; Rader et al., 2012; Chen et al., 2014; Sharma et al., 2014), 
которое включает ряд изоферментов позвоночных (ALP, alkaline 
phosphatase), таких как ЩФ эпителия кишечника (ALPI alkaline 
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phosphatase intestinal), ЩФ зародышевых, или эмбриональных, кле-
ток (ALPPL2-alkaline  phosphatase placental-like) и плаценты 
(ALPPL- alkaline phosphatase placental), а также ЩФ остальных ор-
ганов и тканей (ALPL–alkaline phosphatase liver/bone/kidney) (рис. 
24–26). У человека ЩФ кодируются четырьмя генами и по харак-
теру экспрессии их можно классифицировать как тканеспецифич-
ные и тканенеспецифичные (Millán et al., 2006; Sharma et al., 2014). 
Три из них, включая ЩФ кишечника (IAP, Intestine Alkaline Phos-
phatase), ЩФ зародышевых, или эмбриональных, клеток (GCAP, 
Germ Сell Alkaline Phosphatase; EAP, EmbryonicAlkaline Posphatase) 
и плаценты (PLAP, Placental Alkaline Phosphatase) являются ткане-
специфичными. В то же время, четвертая – тканенеспецифичная 
ЩФ (TNAP, Tissue Non-specific Alkaline Phosphatase), также может 
экспрессироваться в различных тканях и органах (Millán et al., 
2006; Sharma et al., 2014; Duan, 2022). 

Предполагают, что гомологи и паралоги ЩФ PhoA позвоночных 
возникли и эволюционировали в ходе многократной дупликации 
генов у древних беспозвоночных хордовых (рис. 26). В свою оче-
редь, ген кишечной ЩФ древних костных рыб мог стать прароди-
телем генов изоферментов тканеспецифичных ЩФ позвоночных 
(ALPP, ALPPL2, ALPI), включая человека и других млекопитаю-
щих (рис. 26). 
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Рис. 25. Филогения и консервативная синтения последовательно-
стей ЩФ эукариот: (A) Гены ЩФ амплифицируются независимо в 
линиях хордовых позвоночных и беспозвоночных, а также у вто-
ричноротых (включая позвоночных) и протостомах (включая насе-
комых); (B) Консервативные синтении паралогов генов метабо-
лизма ЩФ позвоночных и древних рыб: латимерия или целакант 
(Coelacanth) и панцирник, или сарган (Gar). Гены ЩФ выделены 
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красным (ALPL – тканенеспецифическая ЩФ, экспрессируемая в 
печени, почках, костной ткани (liver/bone/kidney) и других органах; 
ALPPL– плацентарная ЩФ; ALPPL2 – ЩФ зародышевых, или эм-
бриональных, клеток; ALPI – кишечная ЩФ; ALPI 2 1 и ALPI 2 2 – 
кишечные ЩФ (паралоги) латимериевых рыб; ALP 3 – ЩФ  лати-
мериевых и лучеперых рыб. Паралоги других семейств генов, та-
ких как гены Ece1, Ecel1, Ece2 и Eif4, показаны одинаковыми цве-
тами. Стрелки обозначают направление транскрипции. (C) Консер-
вативные синтении в четырех паралогонах генома человека, только 
два из которых имеют гены ЩФ. На рисунке показаны четыре хро-
мосомы человека: Hsa1, Hsa2, Hsa3 и Hsa7, линии между хромосо-
мами указывают на паралоги. Каждый ген представлен в виде квад-
рата, гены в виде маленьких серых квадратов, не соединенных ли-
ниями, не имеют паралогов (Yang et al., 2012). 

 

 
Рис. 26. Сегмент хромосомы хордового беспозвоночного, содержа-
щий гены Ece, Alp и Eif4, который претерпел повторную дуплика-
цию в геноме позвоночных (VGD1 и VGD2), образовав 4 паралога, 
один из которых потерял свой ген ЩФ (Alp). Дивергенция линий 
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лучеперых и лобановых костистых рыб, дупликация генома теле-
оста (TGD) не привела к появлению новых генов ЩФ (Alp), но тан-
демные дупликации (TD) в локусе Alpi привели к появлению ряда 
генов изоферментов ЩФ (Alp) (Yang et al., 2012). 

 
Кроме очевидной функции древней кишечной ЩФ семейства 

PhoA – обеспечения организма неорганическим фосфатом (Pi), в 
отношении ЩФ столбчатого эпителия в целом (каемчатых энтеро-
цитов) как беспозвоночных, так и высших животных, стали появ-
ляться доказательства ее участия во взаимодействии хозяина с мик-
робиомом за счет способности дефосфорилировать липид А как 
сигнальную молекулу бактериальной коммуникации, являющуюся 
структурным фрагментом одного из основных компонентов кле-
точной стенки грамотрицательных бактерий – липополисахарида 
(ЛПС) (Lalles, 2010; Yang, 2012). Было показано, что грамотрица-
тельные бактерии по своей численности превалируют над облигат-
ными симбионтами человека – бактериями порядка Bacteroidales, в 
микробиомах пациентов с низким иммунным статусом (Malard et 
al., 2021). Все более очевидным становится тот факт, что функция 
распознавания и дефосфорилирования ЛПС бактерий является 
очень древней функцией этого семейства ферментов и относится к 
системе врожденного иммунитета многоклеточных организмов. 
Это было показано в экспериментах по колонизации светового ор-
гана (фотофора) кальмара E. scolopes  симбиотической люминес-
центной бактерией V. fischeri и регулированию численности ее по-
пуляции в соответствии с суточным ритмом активности кальмара 
путем изменения уровня экспрессии ЩФ эпителия его фотофора 
(Rader et al., 2012). Повышение уровня дефосфорилированного 
ЛПС к заходу солнца является сигналом для бактерий к увеличе-
нию численности популяции и соответственно интенсивности лю-
минесценции фотофора, что является одновременно защитой бес-
позвоночного от чрезмерного воспаления и разрушения собствен-
ных тканей под действием фосфорилированного липида А (Rader 
et al., 2012).  
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Полный спектр биологических функций паралогов, кодирую-
щих изоферменты ЩФ в одном многоклеточном организме, оста-
ется неизвестным (рис. 25, 26). Последовательности изоферментов 
ЩФ PhoA имеют инвариантные ключевые аминокислотные 
остатки для связывания субстрата и катализа (рис. 27, 28), которые 
отличаются между собой лишь незначительными заменами в поли-
пептидной цепи (рис. 27) и характером гликозилирования, что, ве-
роятно, приводит к различиям физико-химических и, следова-
тельно, биологических функций, которые до конца не установлены 
(Zaher et al., 2020; Vimalraj, 2020; Levitt et al., 2022). 

 
Рис. 27. Выравнивание последовательностей ЩФ (Alp) человека и 
зебрафиш (Danio rerio) программой ClustalW. Идентичные амино-
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кислоты заштрихованы серым цветом, предполагаемые метал-
лосвязывающие сайты обозначены стрелками, сайты активного 
центра подчеркнуты, консервативный каталитический серин (S), 
необходимый для активности фермента, заключен в рамку. В вы-
равнивании использованы белки человека ALPL 
(ENSP00000363973) и ALPI (ENSP00000295463); зебрафиш Alpl 
(ENSDARP00000117214), Alpi.1 (ENSDARP000016216), Alpi.2 
(ENSDARP00000070354) и Alp3 (ENSDARP00000019098) (Yang et 
al., 2012). 

	
Рис. 28. Сравнение аминокислотных остатков, координирующих 
металлы сайтов активного центра, в ЩФ плаценты человека PLAP 
и кишечной палочки E. coli ECAP. На верхних рисунках показано 
окружение металлосвязывающих сайтов Zn1 и Zn2 и их лигандов, 
на нижних рисунках – окружение металлосвязывающего сайта 
Mg2+ и его лигандов. Молекулы воды показаны красными сфе-
рами. Зелеными пунктирными линиями обозначены металл-ли-
гандные взаимодействия и водородные связи. (Kozlenkov et al., 
2002; Millán, 2006). 
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Наиболее изученной биологической функцией тканенеспеци-
фичного изофермента ЩФ TNAP (или ALPL - liver/bone/kidney al-
kaline phosphatase) является ключевая роль в остеогенезе, способ-
ствующая минерализации костной ткани, что подтверждается воз-
никновением такого заболевания, как гипофосфатазия при дефи-
ците TNAP у человека и животных (Vimalraj, 2020; Sato et al., 2021). 
Знания о физиологических субстратах изоформ ЩФ человека и 
других млекопитающих до сегодняшнего дня ограничивались пи-
рофосфатом, пиридоксаль‐5′‐фосфатом (витамином В6) и нуклео-
тид фосфатами для TNAP и IAP соответственно (Sharma et al., 2014; 
Harroun et al., 2023). Предполагаемыми субстратами для тканене-
специфической изоформы ЩФ человека TNAP являются фосфо-
этаноламин, фосфохолин и фосфорилированный остеопонтин, а 
для кишечной изоформы ЩФ человека IAP было показано дефос-
форилирующее действие в отношении ЛПС грамотрицательных 
бактерий (Bessueille et al., 2022; Harroun et al., 2023). Гены, белко-
вые структуры и функции ЩФ животных ортологичны человече-
ским и отличаются только эмпирическими  названиями некоторых 
генов и изоферментов, поэтому исследования биохимических и 
фармакологических свойств ЩФ успешно  проводят на модельных 
животных, в частности на мышах (Yang, 2012; Lei et al., 2015; Sato 
et al., 2021; Bessueille et al., 2022).  

Несмотря на консервативность основных аминокислотных 
остатков, подобие третичной структуры активного центра и общ-
ность каталитического механизма действия ферментов структур-
ного семейства PhoA (рис. 9, 27, 28), ЩФ млекопитающих, по срав-
нению с бактериальными, имеют более высокие значения удельной 
активности, более низкие значения константы Михаэлиса (Km), а 
также оптимум pH в более щелочной среде (табл. 2). Тем не менее, 
ферменты некоторых штаммов морских бактерий, таких, напри-
мер, как V. splendidus G15-21 (VAP) и C. amphilecti KMM 296 
(CmAP), в сильнощелочной среде имеют сопоставимые или даже 
превышающие показатели активности ЩФ млекопитающих из-за 
особенностей их молекулярной структуры, возникших в ходе эво-
люционной адаптации к окружающей среде (Gudjónsdóttir and 
Ásgeirsson, 2008; Nasu et al., 2012; Golotin et al., 2015; Markússon et 
al., 2022). 
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3.2. Структурно-функциональная адаптация щелочных  
фосфатаз PhoA морских бактерий 

 
Параметры окружающей среды для ферментов многоклеточных 

организмов сохраняются относительно постоянными как внутри 
клеток, так и в межклеточном пространстве, напротив, периплаз-
матические ферменты морских бактерий, находясь под влиянием 
специфических факторов окружающей среды (высокая ионная 
сила (0,55 М хлорид иона, ~0,47 М натрия), pH (7,6–8,4) и низкая 
температура), параметры которых к тому же подвержены высокой 
скорости колебания в широком диапазоне значений, испытали эво-
люционное давление, приведшее к замене аминокислотных остат-
ков для облегчения катализа в таких условиях (Kamennaya, et al., 
2020; Feller et al., 2003; Pucci et al., 2017; Talley et al., 2010).   

В северных широтах, к примеру, микроорганизмы обитают в по-
рах и каналах морского льда, где соленость может варьировать от 
0 до 200% (Thomas et al. 2002; Mock et al., 2005). Различные эф-
фекты влияния солей могут наблюдаться как при их низких кон-
центрациях, обусловленные полуспецифическим связыванием 
ионов с ферментом, так и при их более высоких концентрациях, ко-
гда меняются свойства водной среды (эффекты Хофмайстера) 
(Markússon et al., 2022). Природа этих взаимодействий еще не до 
конца понята, как и механизм pH- и термозависимого активирова-
ния ферментов морских бактерий анионами различных солей, в от-
личие от ферментов животных, которые не активируются повыше-
нием ионной силы реакционной среды (Golotin et al., 2015; 
Hjörleifsson and Ásgeirsson, 2017; Noskova et al., 2019; Markússon et 
al., 2022). Фермент E. coli также активируется в присутствии ионов 
соли, однако этот эффект не является pH-зависимым. Методами ки-
нетического и ингибиторного анализа было показано, что гуанидин 
хлорид неспецифически усиливает активность ЩФ E. coli за счет 
изменения электростатического потенциала и соответственно 
ускорения диссоциации нековалентного комплекса E•P – фактора, 
лимитирующего скорость реакции, а также устранения негативной 
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кооперации, которая зависит от согласованного взаимодействия 
двух субъединиц (Orhanović et al., 2003). 

Морские холодоактивные ЩФ адаптированы к осуществлению 
катализа при высокой ионной силе и низких значениях температур 
за счет увеличения общей пластичности своей структуры и пони-
жения величины pI, поэтому механизм их активации ионами соли 
отличается от механизма активации ЩФ E. coli. Было показано, что 
NaCl увеличивает активность и стабильность холодоактивной ЩФ 
V. splendidus VAP в зависимости от pH в диапазоне значений 7–10 
(Hjörleifsson and Ásgeirsson, 2017). Переход pH среды от нейтраль-
ных к щелочным значениям сопровождался значительным увели-
чением как Ki для неорганического фосфата (ингибирование про-
дуктом реакции), так и KM для п-НФФ (Hjörleifsson and Ásgeirsson, 
2017). Профиль активности VAP в зависимости от рН имел два мак-
симума, тогда как время полужизни фермента VAP(t1/2) увеличива-
лось от 40 до 60˚C в зависимости от концентрации соли (рис. 29). 
Кроме того, стабилизация димера VAP строго зависела от pH и кон-
центрации NaCl (Hjörleifsson and Ásgeirsson, 2017). 
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Рис. 29. Слева – профили активности в зависимости от pH для трех 
щелочных фосфатаз: (A) ЩФ V. splendidus VAP, (B) ЩФ кишеч-
ника теленка и (C) ЩФ кишечной палочки. Профили pH-
активности измеряли без добавления (контроль) или с добавлением 
500 мМ NaCl в реакционную среду. Активность нормировалась по 
наибольшему значению kcat, измеренному для каждого профиля ак-
тивности фермента в нескольких независимых экспериментах (n = 
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2-4). Справа – влияние ионов на термостабильность ЩФ VAP: (А) 
Влияние солей NaCl, магния и конкурентного ингибитора на ста-
бильность при 30˚С в 20 мМ Трис (рН 8,0). Аликвоты фермента от-
бирали в разные моменты времени, анализировали по стандарт-
ному методу определения активности и определяли время полуж-
изни фермента при 30˚C (t1/2). (B) Скорость инактивации фермента 
при 55˚C в зависимости от концентрации NaCl в 20 мМ Трис и 
10 мМ MgCl2 (pH 8,0). (D) Термическая денатурация VAP в зависи-
мости от концентрации NaCl. Доля денатурированного фермента 
VAP определялась с помощью КД-спектроскопии при длине волны 
222 нм в 25 мМ Mops и 1 мМ MgSO4 (pH 8,0) (Hjörleifsson and 
Ásgeirsson, 2017; Markússon et al., 2022). 

 
Изменения в активности фермента, наблюдаемые при варьиро-

вании pH среды, коррелировали с изменениями в структуре моле-
кулы VAP, которые были определены по изменениям в спектре 
триптофановой флуоресценции белка. Примечательно, что инакти-
вация ЩФ VAP, индуцированная теплом и мочевиной, не сопро-
вождалась ни высвобождением ионов металлов из активного цен-
тра фермента, ни диссоциацией димеров. Это позволило предполо-
жить, что инактивация VAP вызвана какими-то тонкими конфор-
мационными изменениями в структуре активного сайта фермента. 

Кристаллизация мутантных аналогов холодоактивной ЩФ V. 
splendidus VAP в комплексах с хлоридом и бромидом позволила 
определить локализацию двух центров связывания ионов Cl- (рис. 
30), а также изучить структурные основы анионной активации и 
стабилизации фермента (Hjörleifsson and Ásgeirsson, 2017; 
Markússon et al., 2022). Анализ полученных кристаллических 
структур, наряду с результатами мутагенеза и кинетическими дан-
ными, подтвердил модель, в которой связывание хлорида в удален-
ном от активного центра месте, подверженном воздействию рас-
творителя (воды), способствует стабилизации молекулы за счет 
уменьшения ее тепловых движений. При этом диффузионно-зави-
симое связывание ионов Cl- в активном центре способствует увели-
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чению скорости каталитической реакции за счет модуляции по-
движности субстрат-связывающего остатка Arg129 и электростати-
ческого потенциала активного центра (рис. 30). 

 
Рис. 30. Схема активации ЩФ VAP хлоридом через стабилизацию 
вращения субстрат-связывающего остатка Arg129: (А) ЩФ E. coli, 
кристаллизованная в переходном состоянии (E⋅P), где остаток 
Arg166 непосредственно связан с продуктом ферментативной ре-
акции (PDB: 1ED8); (B) Субстрат-связывающий остаток Arg166 
ЩФ E. coli в обращенной наружу конформации в фосфат-связан-
ном мутанте S102T (PDB: 2G9Y,); (C) ЩФ VAP  кристаллизованая 
в переходном состоянии (E⋅P) со связанным хлоридом;  (D) Распо-
ложение хлорида в кристаллической структуре VAP позволяет 
предположить, что он стабилизирует обращенную наружу конфор-
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мацию остатка Arg129 в отсутствие фосфата, что способствует уве-
личению скорости реакции; (E) Предложенная схема реакции ката-
лиза ЩФ VAP с учетом увеличения ионом хлора скорости лимити-
рующей стадии, где k′4> k4 (Markússon et al., 2022). 

 
ЩФ психрофильной морской бактерии V. splendidus VAP имеет 

еще одну отличительную особенность четвертичной структуры 
(димера), большая внешняя петля из аминокислотных остатков од-
ного мономера покрывает активный центр другого мономера 
(рис. 31). Такая пространственная организация сайта связывания 
субстрата обеспечивает ферменту высокую каталитическую эф-
фективность и, предположительно, высокую адаптационную спо-
собность. 

 
 
Рис. 31. Большая петля ЩФ Vibrio VAP интерфейса поверхности 
субъединицы, участвующей в димеризации. Левая панель: на 
вставке показаны меж- и внутримолекулярные взаимодействия в 
окружении остатка Arg336 (R336) большой интерфейсной петли 
VAP (PDB ID: 3E2D) (выделена красным цветом). Ключевые моле-
кулы воды пронумерованы. Водородные связи длиной < 3,0 Å по-
казаны голубыми линиями, а слабые водородные связи (3,0-5,0 Å) – 
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голубыми пружинами. Солевой мостик обозначен темной линией, 
ионы Zn2+ и Mg2+ – на заднем плане прозрачны. Остатки мономера 
B обозначены знаком (′). Правая панель: 3D-структура ЩФ VAP 
(выделена бежевый цветом) в суперпозиции со следующими струк-
турами ЩФ (выделены голубым цветом) для сравнения областей 
большой интерфейсной петли: E. coli ECAP (PDB ID: 3TG0), 
Shewenella sp. (PDB ID: 3A52), Halomonassp. (PDB ID: 3WBH), ат-
лантической креветки (PDB ID: 1SHN) и антарктической бактерии 
TAB5 (PDB ID: 2W5W) (Hjörleifsson et al., 2021). 

 
На рисунке 31 показана кристаллическая структура ЩФ VAP с 

акцентом на межсубъединичное и внутримолекулярные взаимо-
действия наиболее значимого для димеризации остатка аргинина 
(R336), локализованного в большой интерфейсной петле (обозна-
чена красным цветом), которая при образовании димера взаимо-
действует с другой субъединицей. При исследовании значимости 
четвертичной структуры ЩФ VAP для проявления высокой фер-
ментативной активности были сконструированы несколько различ-
ных мутантных вариантов фермента с целью устранения межсубъ-
единичных взаимодействий в интерфейсе димера. Разрыв меж-
субъединичных контактов по одному ключевому остатку R336 в 
каждом мономере снижал температурную стабильность фермента 
и каталитическую скорость реакции с его участием на 40% 
(Hjörleifsson et al., 2021). По-видимому, большая петля обладает по-
вышенной конформационной пластичностью и в то же время уве-
личивает площадь поверхности интерфейса между субъединицами, 
что создает между ними дополнительные контакты и может спо-
собствовать чередующемуся структурному циклу, обусловлен-
ному механизмом реакции по типу поочередной негативной алло-
стерической регуляции мономеров (Orhanović et al., 2003; 
Hjörleifsson et al., 2021). Димер ЩФ существует в балансе между 
двумя конформациями: первой, обеспечивающей высокое срод-
ство к субстрату и фосфорильной группе в момент близости алло-
стерической петли к активному центру (активной субъединицы), и 
второй, с низкой аффинностью к субстрату и фосфорильной 
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группе, которая формируется при разрыве дополнительных контак-
тов активного центра с петлей (неактивная субъединица). Однако 
NaCl имеет разный эффект на данный процесс при pH 8,0 и pH 10,5 
(рис. 32). 

 
 
Рис. 32. Гипотетическая схема полусайтового механизма реакции 
гидролиза ЩФ VAP при рН 8,0 и 10,5 при насыщающих концен-
трациях субстрата. Пустые кружки обозначают субъединицу с вы-
соким сродством как к субстрату, так и к фосфатному продукту ре-
акции, а открытые квадраты – субъединицу с низким сродством к 
субстрату и фосфатному продукту реакции. При pH 8,0 лимитиру-
ющим по скорости этапом является высвобождение фосфатного 
продукта (этап 6, окрашенный красным цветом). Перед высвобож-
дением фосфата происходит конформационное изменение, в ре-
зультате которого субъединицы поочередно переключаются между 
низкоаффинным и высокоаффинным состоянием (этап 5). Увели-
чение pH до 10,5 приводит к конформационному изменению, вы-
званному событием депротонирования, в результате чего обе субъ-
единицы переходят в низкоаффинное состояние. В дальнейшем вы-
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свобождение фосфата происходит быстрее, и лимитирующим эта-
пом становится дефосфорилирование (этап 10) (Hjörleifsson et al., 
2021). 

 
При pH 8,0 KM ЩФ VAP не меняется в присутствии NaCl, тогда 

как Ki увеличивается в 4 раза, это влечет за собой четырехкратное 
увеличение kcat вследствие быстрого высвобождения фосфата (ли-
митирующего скорость реакции). При pH 10,5 под действием 0,5 M 
NaCl KM увеличивается в 3,5 раза. Ki также увеличивается в 6 раз 
по сравнению с контролем. Однако в этом случае увеличение Ki, 
индуцированное солью NaCl, не влечет за собой увеличение эффек-
тивности катализа (kcat), что свидетельствует о том, что высвобож-
дение фосфатного продукта реакции больше не является фактором, 
лимитирующим скорость (рис. 32). Это подтвердилось экспери-
ментом с добавлением сахарозы в реакционную смесь, снижающей 
активность фермента из-за повышения вязкости, но в присутствии 
соли, не влияющей на активность фермента (Hjörleifsson et al., 
2017).  

Несколько выравниваний и суперпозиций кристаллической 
структуры ЩФ VAP со структурами других ЩФ позволило вы-
явить различия в длине интерфейсной петли. Фактически, вариант 
ЩФ E. coli ECAP не содержит такой внешней петли, вместо этого 
фермент имеет N-концевую интерфейсную петлю, за которой сле-
дует короткая спираль (рис. 32). Такая же структура наблюдается у 
ЩФ млекопитающих и ЩФ атлантической креветки (PDB 
ID: 1SHN) (рис. 32). С другой стороны, в структуре ЩФ антаркти-
ческого бактериального штамма TAB5 имеется вставка с большой 
петлей, аналогичной ЩФ VAP, которую, однако, невозможно было 
правильно описать из-за наличия артефакта в кристалле (Wang et 
al., 2007). Ближайшими гомологичными структурами для VAP яв-
ляются ЩФ морской бактерии Shewenella sp. (PDB ID: 3A52) с го-
раздо более короткой интерфейсной петлей (рис. 32), ЩФ гало-
фильной бактерии Halomonas sp. (PDB ID: 3WBH) и ЩФ CmAP 
морской бактерии C. amphilecti KMM 296, имеющей высокую сте-
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пень подобия (53–75% идентичности, 69–86% сходства) аминокис-
лотных последовательностей и 3-D структуры, включая большую 
петлю (рис. 33–35). 

 

 
Рис. 33. (а) Выравнивание последовательностей ЩФ CmAP мор-
ской бактерии C. amphilecti (UniProt: Q1W622) и ЩФ VAP морской 
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бактерии V. splendidus G-15 (PDB-код: 3E2D_A). Для ЩФ VAP по-
казаны элементы вторичной структуры. Идентичные и гомологич-
ные остатки показаны красным и оранжевым цветами. (б) Модель 
3D-структуры мономера ЩФ CmAP морской бактерии C. amphi-
lecti, построенная с использованием кристаллической структуры 
ЩФ VAP морской бактерии V. splendidus G-15 в качестве прото-
типа. Структура белка представлена в виде ленточной диаграммы. 
Элементами вторичной структуры являются β-тяжи (желтый цвет), 
α-спирали (красный цвет), повороты (синий цвет) и неупорядочен-
ная структура (серый цвет). Ионы металлов Zn2+ (1), Zn2+ (2) и Mg2+ 
(3) показаны в виде синих и коричневых сфер (Golotin et al., 2015). 

 

 
Рис. 34. (а) Конформационная подвижность большой интер-
фейсной петли мономера ЩФ CmAP: активный центр (1); субъеди-
ничная петля, стабилизирующая димер (2). (b) Димер ЩФ CmAP: 
активные центры (1). Амплитуда конформационной подвижности 
аминокислотных цепей ЩФ CmAP показана диапазоном цветовой 
гаммы ленточной диаграммы (Golotin et al., 2015).  

 
У ЩФ VAP (Helland et al., 2009), как и у всех ближайших ее го-

мологов, ион Zn2+ в первом металлосвязывающем сайте скоорди-
нирован шестью Н-связями с остатками Asp (D273), His (H277), His 
(H465) для образования контактов с двумя атомами кислорода суб-
страта (рис. 30, 33, 35).  
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Рис. 35. Детализированная структура активного центра и метал-
лосвязывающих сайтов ЩФ CmAP (UniProt: Q1W622), полученная 
методом молекулярного моделирования в программе MOE 2012.10 
с использованием прототипа ЩФ VAP (PDB-код: 3E2D_A) без 
учета молекул воды (Golotin et al., 2015).  
 

Ион Zn2+ во втором металлосвязывающем сайте скоординиро-
ван пятью Н-связями с остатками Asp (D12), Ser (S65), Asp (D315), 
His (H316) и образует контакт с одним атомом кислорода субстрата 
(рис. 30, 33, 35). Ион Mg2+ в третьем металлосвязывающем сайте 
образует Н-связи с остатками His (D12), Thr (T118), Glu (E268) и 
тремя молекулами воды, таким образом, косвенно участвуя в ката-
лизе, но выполняя, главным образом, стабилизирующую функцию 
для поддержания оптимальной конформации молекулы, как и у 
ЩФ E. coli (рис. 4).  

Примечательно, что аминокислотные остатки, участвующие в 
образовании металлосвязывающих сайтов у прокариотических и 
эукариотических ЩФ PhoA консервативны, за исключением остат-
ков Mg2+-связывающего сайта (рис. 28, 35). Так, в суперпозиции 
остатка His (H116) в Mg2+-связывающем сайте ЩФ VAP и CmAP у 
фермента кишечной палочки ECAP и человеческой ЩФ имеются 
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остатки Asp (D51) и Asp (D42) соответственно (Рисунки 28, 35). В 
положении, соответствующем остатку Thr (T118) у ЩФ VAP и 
СmAP, и Thr (T155) у фермента E. coli ECAP, плацентарная ЩФ 
человека PLAP имеет остаток Ser (S155) (рис. 28, 35). Наконец, на 
месте остатка Trp (W274) у холодоактивных ЩФ VAP, TAP и 
СmAP (рис. 35) в молекулах бактериальной ЩФ ECAP и эукарио-
тических ЩФ SAP и PLAP находятся остатки Lys (K328) и His 
(H153) соответственно (рис. 28). Однако субстрат-связывающий 
остаток аргинина у всех ЩФ является идентичным – Arg (R129) у 
VAP и СmAP (рис. 33, 35), Arg (R148) у фермента TAP (Wang et al., 
2007) и Arg (R166) у ECAPи PLAP (рис. 28).  

Несмотря на высокую степень идентичности первичной струк-
туры (75%) и топологии каталитического Ser65 и субстрат-связы-
вающего Arg129, а также остатков, связанных с ионами металлов 
Zn2+ и Mg2+ у ЩФ CmAP и VAP, вторичная структура их молекул 
отличается, что обусловливает различие в физико-химических 
свойствах и каталитической активности этих ферментов (табл. 2). 
Анализ неидентичных областей поверхности молекулы ЩФ CmAP 
выявил 10-кратное увеличение количества остатков Ala, Val, Arg, 
Pro, Gly и Phe и снижение количества остатков Lys, Ile, Asn и Tyr 
по сравнению с VAP (Golotin et al., 2015). Незначительные струк-
турные различия CmAP и VAP, вероятно, определяют различия в 
каталитической эффективности и термостабильности (Hauksson et 
al. 2000; Nasu et al. 2012; Golotin et al., 2015; Hjörleifsson etal., 2017; 
Hjörleifsson etal., 2021). Удельная активность гомогенной ЩФ 
CmAP достигала 12700 ед/мг (1 М ДЭА, рН 10,3или 0,5 M трис-
HCl, 0,3 М NaCl, 5 mMMg, рН 10,0) (Nasu et al., 2012; Golotin et al., 
2015), тогда как активность VAP достигала 3700 ед/мг (10 мМ трис-
HCl/10 мМ глицин-NaOH, рН 9,8) (Helland et al., 2009), которая уве-
личивалась вместе с повышением термостабильности до 60% при 
добавлении 0,5 М NaCl в 1 M диэтаноламиновом буферe, рН 10,0 
(Hjörleifsson et al., 2017; Hjörleifsson et al., 2021). Повышенную эф-
фективность каталитического расщепления субстрата п-НФФ под 
действием ЩФ СmAP по сравнению с другими ферментами можно 
объяснить уникальными свойствами субстрат-связывающего 
остатка Arg (R129) и остатков микроокружения ферментативной 
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щели, которые они приобретают в момент связывания субстрата с 
активным центром СmAP в условиях рН ≥10 (рис. 36 Б).  

 
A 

 
B 

 

Рис. 36. А – Диаграмма контактов взаимодействия активного цен-
тра ЩФ CmAP  с субстратом аденозинмонофосфатом (АМФ). B – 
Электростатический потенциал молекулярной поверхности у входа 
в активный центр CmAP. Положительно заряженные аминокислот-
ные остатки обозначены синим цветом. Отрицательно заряженные 
аминокислотные остатки обозначены красным цветом (Golotin et 
al., 2015).  
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Отличительная особенность фермента CmAP заключается в том, 
что при значениях рН ≥10,0 субстрат-связывающий остаток Arg 
(R129) становится нейтральным, а остаток Tyr (Y441), участвую-
щий в ароматическом взаимодействии (π-π взаимодействие) с суб-
стратом (рис. 36 B), приобретает отрицательный заряд, что допол-
нительно ускоряет высвобождение продукта реакции PO4- из актив-
ного центра. При этом протяженная область положительно заря-
женных остатков вдоль узкого входа в ферментативную щель спо-
собствует эффективному аккумулированию отрицательно заря-
женных молекул субстрата, увеличивая Km (рис. 36). Такие особен-
ности структуры, вероятно, позволяют CmAP, в отличие от других 
ЩФ, эффективно работать даже при высоких концентрациях ко-
нечных продуктов реакции, которые не проявляют ингибирующего 
действия на фермент, что расширяет экологическую и биогеохими-
ческую роль CmAP в природе (McComb et al., 1979; Plisova et. al., 
2005; Golotin et al., 2015). Щелочные фосфатазы с высокой катали-
тической эффективностью при высоких концентрациях фосфатов в 
окружающей среде необходимы для морских бактерий, которые 
способны запасать большое количество Pi без причинения вреда 
внутриклеточному метаболизму (Hudek et al., 2016; McCleary, 2017; 
Kamennaya et al., 2020; Lidbury et al., 2021).    
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Глава 4. МЕХАНИЗМ ТРАНСПОРТА  
И АККУМУЛЯЦИИ НЕОРГАНИЧЕСКОГО ФОСФАТА 

В МОРСКИХ БАКТЕРИЯХ  

4.1. Периплазматическое фосфатирование необходимо  
для осмотической регуляции бактерий 

 
Аккумуляция Pi настолько важна для морских бактерий, что 

максимальный клиренс Pi в их клетках в 30 раз ниже теоретической 
максимальной скорости поступления питательных веществ внутрь 
путем диффузии (рис. 37).  

 
Рис. 37. (a) Сравнение скорости клеточного клиренса Pi океаниче-
ских протобактерий SAR11 (голубые треугольники, n = 14), 
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Prochlorococcus (зеленые треугольники, n = 11) и Synechococcus 
(розовые ромбы, n = 7) при концентрациях Pi в окружающей среде 
с показателями культивируемых штаммов Synechococcus WH7803 
(желтые круги, n = 10), WH8102 (красные круги, n = 35) и WH8109 
(коричневые круги, n = 8) в широком диапазоне концентраций Pi. 
(b) Сравнение максимальных скоростей накопления Pi в клетках 
одних и тех же бактерий (SAR11 n = 12, Prochlorococcus n = 7, 
Synechococcus n = 7, WH7803 n = 10, WH8102 n = 35 и WH8109 
n = 8). Пунктирные линии обозначают соответствующие (а) кле-
точные объемы (мкм3 · клетка-1) и (b) содержание фосфора в клет-
ках (атомы P · клетка-1) океанического SAR11 (голубой), 
Prochlorococcus (зеленый), Synechococcus (розовый) и культивиру-
емого Synechococcus sp. WH8102 (оранжевый). Горизонтальные се-
рые линии обозначают основные деления логарифмической оси Y, 
помогающие сравнивать значения (Kamennaya et al., 2020). 

 
При этом эксперименты показали, что, несмотря на активный 

клеточный рост, скорость поглощения Pi фитопланктоном в период 
цветения (активного размножения водорослей и цианобактерий) в 
поверхностных водах тропических морей ниже, чем можно было 
ожидать (Kamennaya et al., 2020). Снижение скорости поглощения 
Pi быстрорастущими клетками фитопланктона можно объяснить 
лишь наличием у них промежуточного периплазматического бу-
фера, в котором накапливается Pi (Pi-буфер). Соответственно, чем 
полнее Pi-буфер клетки, например, в тропических поверхностных 
водах с высоким содержанием органики и Pi, тем медленнее клетка 
поставляет Pi из морской воды для пополнения своего Pi-буфера. 
Поскольку каждая приобретенная клеткой молекула Pi сначала по-
падает в периплазматический Pi-буфер, а затем импортируется в 
цитоплазму для ассимиляции, процессы бактериального поглоще-
ния и импорта Pi могут осуществляться разными механизмами 
(Kamennaya et al., 2020). Высокий процент Pi в периплазме и посте-
пенная ассимиляция накопленного Pi свидетельствует о том, что 
скорость периплазматического накопления Pi намного превышает 
скорость импорта Pi и распределение Pi в периплазматическом про-
странстве не является упорядоченным (Kamennaya et al., 2020).  
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Тем не менее, репродуктивный успех самых распространенных 
в Мировом океане планктонных фотосинтезирующих цианобакте-
рий Prochlorococcus и гетеротрофных углеводородокисляющих α-
протеобактерий SAR11 (Pelagibacter), вероятно, связан с высокой 
скоростью поглощения Pi (Giovannoni et al., 2017). Несмотря на то, 
что Prochlorococcus и SAR11обладают генами, связанными с син-
тезом полифосфатов (полиР), их клетки слишком малы для хране-
ния Pi в виде полиР внутри периплазматического буфера 
(Giovannoni et al., 2017). Очевидно, помимо внутриклеточного 
накопления Pi в виде полиР, эти водоросли накапливают Pi в пе-
риплазме клеток каким-то другим образом. Пассивная диффузия 
свободного Pi в периплазму также не объясняет механизма аккуму-
ляции Pi, так как бактерия поддерживает его периплазматическую 
концентрацию ниже уровня окружающей среды. Недавно был опи-
сан внеклеточный Pi-буфер, накоплению Pi в котором, по-види-
мому, противодействует градиент, необходимый для диффузии Pi 
в периплазму (рис. 38а†).



 

Рис. 38. Механизм транспорта фосфата (Pi) морскими бактериями: (a) – В модельной клетке, меченной *Pi: 
*Pi- может быть (I) внеклеточным, т.е. адсорбированным на поверхности клетки; (II) накапливается в пе-
риплазме; (III) связан с субъединицей транспортного белка PstS в периплазме; (IV) в лабильной форме в 



 

цитоплазме, например, растворимый Pi, нуклеотиды, сахарофосфаты, малые молекулы РНК; и (V) в нела-
бильной форме ассимилированного Р, например, ДНК, рибосомальной РНК, полифосфатах, фосфолипидах; 
(а†) – Традиционная модель транспорта и ассимиляции Pi в клетках бактерий – параллельные процессы 
пассивной адсорбции Pi на поверхности бактериальной клетки, состоящей из полимеров липополисахарида 
наружной мембраны (ЛПС) и покрытых (у некоторых бактерий) белковым поверхностным слоем (S-слоем), 
и диффузии Pi через наружную мембрану через порины в периплазму. Диффузия напрямую связана с транс-
портом Pi через цитоплазматическую мембрану с помощью транспортеров ABC-типа (PstCAB) с использо-
ванием периплазматического Pi-связывающего белка (PstS); (a‡) – Предложенная модель Kamennaya et al. 
(2020) – массовый перенос анионов Pi через внешнюю мембрану посредством поринов, их буферизация 
катионами мембранного потенциала в периплазме и импорт Pi из буферного запаса (Pi-буфера) через цито-
плазматическую мембрану с помощью фосфат-специфичной транспортной системы PstCAB. Изотониче-
ское или слабо гипертоническое осмотическое давление в периплазме поддерживается забуференной солью 
Pi; (b-e) – Удаление различных пулов фосфора путем промывки или фиксации *Pi –меченых клеток модель-
ного микроорганизма Synechococcus sp. WH8102 (Kamennaya et al., 2020). 
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Необъяснимым кажется и тот факт, что бактерии могут накап-
ливать миллионы молекул Pi в периплазме, сохраняя при этом ме-
ханизм пассивной диффузии даже при очень низких концентра-
циях Pi в окружающей среде (Kamennaya et al., 2020). Бактерии не 
синтезируют полиР в периплазме, но каким-то образом делают мо-
лекулы Pi полулабильными – доступными для субъединиц транс-
портной Pi -специфичной системы PstS, не позволяющей им диф-
фундировать обратно в морскую воду. С одной стороны, периплаз-
матический Pi должен оставаться в ионной форме, а не фосфорили-
ровать органические молекулы, поскольку субъединицы PstS спе-
цифически связывают ионы HPO4

2- и H2PO4
- (Hudek et al., 2016; 

McCleary, 2017; Kamennaya et al., 2020). С другой стороны, Pi не 
может поддерживаться в виде свободных ионов, поскольку нали-
чие свободных ионов Pi приведет к тому, что периплазматическая 
концентрация Pi превысит концентрацию в окружающей среде и, 
следовательно, начнется обратная диффузия. Практически мгно-
венное прекращение накопления Pi под действием ингибиторов 
протонной движущей силы (the proton motive force, PMF) по срав-
нению с отсроченным снижением накопления Pi под действием 
другого ингибитора (DCCD), преимущественно блокирующего 
синтез АТФ и, тем самым, разрушающего АТФ-поддерживаемый 
мембранный потенциал, убедительно доказывает, что накопление 
Pi связано с клеточной энергетикой через PMF, а не при непосред-
ственном участии АТФ через транспортеры типа PstSCAB, как по-
казано на рисунке 38 (а†). Взаимоисключающие условия PMF-
зависимого накопления Pi в периплазме не могут быть объяснены 
PstS-опосредованным импортом Pi (рис. 38а†). Следовательно, не-
обходим альтернативный механизм транспорта и ассимиляции Pi. 

Поскольку традиционный механизм Pi-специфического транс-
порта не может объяснить накопление Pi в морских бактериях, ав-
торы (Kamennaya et al., 2020) предположили, что периплазматиче-
ские анионы Pi образуют пары с хемиосмотическими катионами 
каналов наружной мембраны (Pi-специфичных поринов, OmpP) 
(Pongprayoon et al., 2009), создающими протонную движущую силу 
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(PMF), или электрохимический градиент, и, таким образом, милли-
оны накопленных Pi-пар могут влиять на периплазматическую 
осмолярность морских бактерий (рис. 38).  

Альтернативный механизм PMF-зависимого накопления Pi в пе-
риплазме является гипотезой, поскольку недостаточно известно об 
организации и функционировании периплазмы в живой бактери-
альной клетке. Клетка поддерживает PMF путем экструзии прото-
нов (ионов H+) через плазматическую мембрану против электрохи-
мического градиента, используя энергию дыхания и фотосинтеза 
(Kamennaya et al., 2020). Накопление Н+ в периплазме приводит к 
тому, что она становится кислой относительно среды цитоплазмы 
(pH ~ 7,253) и морской воды (pH 8,0-8,354) (рис. 38 а‡). Однако 
маловероятно, чтобы в периплазме морских бактерий накаплива-
лось большое количество свободных ионов H+, поскольку их 
наружная мембрана проницаема для них. Следовательно, ионы Н+ 
должны диффундировать в окружающую среду, чтобы быть 
нейтрализованными более, чем стократным избытком ионов OH- в 
щелочной (рН 8,0-8,3) морской воде (Marion et al. 2011; Kamennaya 
et al., 2020), тем самым разрушая мембранный потенциал. Для 
предотвращения диссипации градиента на основе H+ антипортеры 
H+/Na+ могут обменивать, по крайней мере, часть периплазматиче-
ских ионов H+ на ионы Na+ (Kamennaya et al., 2020). Такое замеще-
ние может сохранять электрический градиент и поддерживать про-
изводство АТФ с помощью H+-ATP-синтаз, которые могут транс-
портировать Na+ (Dufresne, A. еt al. 2003). Паралоги H+/Na+антипо-
ртера и Na+-управляемой АТФ-синтазы присутствуют во многих 
геномах морских бактерий (Balabanova et al., 2016; Kamennaya et 
al., 2020; Nedashkovskaya et al., 2021). Электрический потенциал 
между кислой положительно заряженной периплазмой и щелочной 
морской водой будет способствовать диффузии, или, точнее, мас-
сопереносу анионов с большим отрицательным зарядом, нежели 
анионов с меньшим отрицательным зарядом. Таким образом, мас-
соперенос анионов HPO4

2- и PO4
3- (составляющих соответственно 

29% и 0,01% от общего количества Pi в морской воде при pH 8,0) 
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через анионоселективные порины OmpP будет особенно благопри-
ятным (Pongprayoon et al., 2009; Kamennaya et al., 2020). Эффектив-
ная ассоциация основных анионов морской воды (например, Cl-, 
HSO4

-, HCO3
- и NO3

-) с катионами также способствует массопере-
носу свободных анионов Pi. Попадая в периплазму, обогащенную 
H+, анионы HPO4

2- и PO4
3- связываются с одним или двумя H+ и ка-

тионами металлов, достигая рН-зависимого равновесия видообра-
зования ионных пар и кинетической стабильности нейтрализован-
ных молекул Pi в периплазме, поэтому нарушение мембранного по-
тенциала в экспериментах оказывало лишь незначительное воздей-
ствие на Pi, уже накопленного в периплазме (Atlas, et al., 1976; 
Kamennaya et al., 2020). 

Нейтрализация катионов анионами Pi приводит к снижению 
протонной движущей силы PMF, однако она может быть восста-
новлена путем непрерывной экструзии H+ и катионов металлов че-
рез плазматическую мембрану для поддержания массопереноса 
анионов Pi через каналы поринов до тех пор, пока свободные ани-
оны Pi не смогут массово поступать из окружающей среды (рис. 
38). Массоперенос прекратится, когда будет достигнуто равнове-
сие, т.е. все анионы Pi, оставшиеся в морской воде, будут слишком 
прочно связаны с катионами окружающей среды и молекулами 
воды. Сила их связи зависит от общего ионного состава окружаю-
щей водной среды. В морской воде ассоциация анионов Pi, по-ви-
димому, слабая, поскольку накопление анионов Pi бактериями про-
должается вплоть до их концентрации в среде <10-12-<10-15 моль·л-

1 (Kamennaya etal., 2020). Несмотря на то, что периплазма бактерий 
насыщается анионами Pi за 1 ч, клетка каким-то образом избегает 
осаждения солей Pi в периплазме. Для того, чтобы предотвратить 
образование нерастворимых солей Pi, клетка должна минимизиро-
вать концентрацию двухвалентных катионов в периплазме, напри-
мер, Ca2+ и Mg2+, которые образуют с Pi соли низкой растворимо-
сти, уравновешивая при этом концентрацию моновалентных кати-
онов (например, Na+ и K+) и анионов Pi для образования нейтраль-
ных растворимых ионных пар по аналогии с обычным фосфатным 
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буфером. Несмотря на то, что H2PO4
- связан с катионами, он не мо-

жет не образовывать пары ионов, поэтому ионы PO4
2- остаются до-

ступными для PstS-опосредованного импорта (субъединицы PstS 
имеют специфическое сродство к этим двум формам анионов), по-
скольку они остаются растворимыми (рис. 38 а‡). Образование пар 
нейтральных ионов будет поддерживать массоперенос анионов 
HPO4

2- и PO4
3- в периплазму и препятствовать выходу Н+ в морскую 

воду. Для упрощения механизм периплазматической ассоциации 
фосфат-катионов под действием Н+ обозначен как периплазматиче-
ское фосфатирование (Kamennaya etal., 2020). 

Поддержание максимальных скоростей приобретения Pi циа-
нобактериями независимо от наличия световой энергии позволяет 
предположить, что периплазматическое фосфатирование функцио-
нально важно для морских бактерий в целом. Можно выделить три 
физиологические функции периплазматического фосфатирования: 
(I) периплазматическая ассоциация Pi с хемиосмотическими катио-
нами накапливает не только Pi, но и катионы. Накопление послед-
них можно рассматривать как сохранение энергии, поскольку им-
порт H+/Na+ через плазматическую мембрану может генерировать 
АТФ; (II) высокая концентрация Pi, накапливаемая в периплазме, 
может также обеспечивать постоянное насыщение транспортной 
системы PstS, которая работает почти на своей максимальной ско-
рости; (III) периплазматическое фосфатирование может иметь ос-
мотическую функцию. Поскольку в периплазме присутствуют и 
другие осмотически активные молекулы и концентрация соли Pi 
может еще больше повысить осмолярность периплазмы, это может 
легко привести к превышению осмолярности морской воды (~1 
осмоль·л-1) (Kamennaya et al., 2020). Для установления равновесия 
образовавшегося осмотического перепада молекулы воды будут 
поступать в периплазму, увеличивая ее объем и тургор наружной 
мембраны (рис. 38а‡), которая в данном случае «работает» как не-
сущий элемент (Rojas et al., 2018). 

Таким образом, периплазматическое фосфатирование необхо-
димо бактериальным клеткам как для осмотической регуляции, так 
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и для сохранения и накопления энергии - процесса, сопряженного 
с накоплением и привлечением жизненно важного Pi. 

Таким образом, поскольку традиционный механизм Pi -специ-
фического транспорта не может объяснить накопление Pi у морских 
бактерий, альтернативный механизм периплазматического фосфа-
тирования, при котором периплазматические анионы Pi образуют 
пары с хемиосмотическими катионами PMF, может обеспечить пе-
риплазматическую осмолярность морских бактерий за счет милли-
онов накопленных Pi. Явлением периплазматического фосфатиро-
вания можно объяснить существование высокоактивных ЩФ, не-
ингибируемых высокими концентрациями Pi, у галофильных и 
умеренно галофильных бактерий, которыми являются обитатели 
засоленых почв, морские бактерии, а также микроорганизмы, коло-
низирующие внутренние органы животных и человека, в частно-
сти, мочевыделительную систему, где необходимо поддерживать 
осмолярность для своего выживания. 
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Глава 5. ЭКОЛОГИЧЕСКАЯ И БИОГЕОХИМИЧЕСКАЯ 
РОЛЬ ЩЕЛОЧНЫХ ФОСФАТАЗ МИКРООРГАНИЗМОВ 

5.1. Место щелочных фосфатаз в фосфатном метаболизме 

 
Фосфор (Р) является одним из наиболее важных макронутриен-

тов на планете, а микроорганизмы, в том числе бактерии и археи, 
играют ключевую роль в круговороте фосфора во всех живых су-
ществах и экосистемах. На сегодняшний день появляются все бо-
лее совершенные базы данных микроорганизмов, такие, например, 
как PCycDB с выверенными функциональными аннотациями генов 
одновременно по нескольким источникам (базы данных arCOG, 
COG, eggNOG и KEGG), что существенно облегчает анализ биохи-
мического потенциала микробных сообществ, осуществляющих 
круговорот фосфора в типичных местах обитания естественных и 
искусственных экосистем (рис. 39).  

Анализ 139 семейств известных и недавно обнаруженных генов 
фосфатного метаболизма показал, что пуриновый и пиримидино-
вый метаболизм являются наиболее широко распространенными 
биохимическими процессами, участвующими в модуляции про-
цесса рециклинга фосфора, за ними следуют транспортеры и двух-
компонентные сигнальные системы, что свидетельствует о боль-
шой потребности в фосфоре во всех местообитаниях живых орга-
низмов (рис. 39). Было обнаружено, что численность генов специ-
фических гидролаз (лиаз) органических фосфоэфиров 
(phnGHIJKLMNOP; phnDEC, phnSTUV, aepXVWSP; lysR, phnA и 
phnR), расщепляющих связи C-O-P и C-P, а также генов кислых 
фосфатаз, во всех биотопах ниже, чем генов ЩФ phoA, phoD, phoX 
и pafA и их специфических транспортеров (pstSCAB), за исключе-
нием мангровых биотопов. Это свидетельствует о том, что набор 
генов микроорганизмов зависит от места их обитания и важной 
роли микробиальных ЩФ в круговороте фосфора в природе (Zeng 
et al., 2022). Однако из сказанного в предыдущих главах вытекает 
предположение о том, что ЩФ микроорганизмов играют огромную 
роль не только в получении жизненно важного для них макроэле-
мента P из органических фосфатов как альтернативного источника 
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питания в условиях дефицита Pi в окружающей среде, но и участ-
вуют в других, не менее важных биохимических процессах. 

 

 
Рис. 39. Основные пути метаболизма фосфора: (a) Двухкомпонент-
ная система, окислительное фосфорилирование, транспортеры, 
гидролиз органических фосфоэфиров. (b) Пируватный обмен, фос-
фонатный и фосфинатный обмен, фосфотрансферазная система 
(PTS), пентозофосфатный путь, пуриновый и пиримидиновый об-
мен. X может быть O, F, C или S; R – любая алкильная группа. 
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PEP – фосфоенолпируват; PGA – 2-фосфоглицерат и 3-фосфогли-
церат; PRPP – α-D-рибоза-1-дифосфат-5P; GAR - 5′-фосфори-
бозилглицинамид; FGAR, 5′-фосфорибозил-N-формилглицинамид; 
FGAM, 2-(формамидо)-N1-(5′-фосфорибозил) ацетамидин; AIR, 
риботид аминимидазола; CAIR, 1-(5′-фосфо-D-рибозил)-5-амино-
4-имидазолкарбоксилат; N5-CAIR, 5-карбоксиамино-1-(5-фосфо-
D-рибозил)-имидазол; SAICAR, 1-(5′-фосфо-D-рибозил)-5-амино-
4-(N-сукцинокарбоксамид)-имидазол; AICAR, 1-(5′-фосфори-
бозил)-5-амино-4-имидазолкарбоксамид; FAICAR, 1-(5′-фосфори-
бозил)-5-формамидо-4-имидазолкарбоксамид (Zeng et al., 2022). 
 

5.2. Участие щелочных фосфатаз в реминерализации  
органических фосфатов и круговороте  

фосфора, углерода и азота 

 
Недоступность Pi может ограничивать любую первичную про-

дукцию и скорость роста микроорганизмов, что приводит к исполь-
зованию ими множества доступных органических форм фосфатов. 
Известно, что в природе ЩФ микроорганизмов катализируют гид-
ролиз таких фосфомоноэфиров, как β-глюкозофосфат, 5´- и 3´-
концы ДНК и РНК, рибо- и дезоксирибонуклеотидмонофосфаты, 
дифосфаты и трифосфаты (НМФ, НДФ, НТФ и дНМФ, дНДФ, 
дНТФ), фосфатидаты липидов, полифосфат и пирофосфат 
(McComb et al., 1979; Plisova et al, 2005; Omelon et al., 2013; 
Asgeirsson et al., 2020; Zhou et al., 2021; Westermann et al., 2023; 
Harroun et al., 2023). Согласно последним данным, многие бактери-
альные ЩФ обладают каталитической и соответственно субстрат-
ной неразборчивостью (Lassila, 2008; Durate et al., 2013; Barrozo et 
al., 2015; Sunden, 2016; Zhou et al., 2021; Srivastava et al., 2021), по-
этому могут участвовать наряду со специфичными фосфоди- и три-
эстеразами в реминерализации органических фосфоди- и фос-
фотриэфиров в окружающей среде, что имеет большое экологиче-
ское значение (рис. 40).  
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Рис. 40. Классическая (внизу) и альтернативная (вверху) модели ре-
минерализации органических фосфатов бактериальной клеткой,  
основанные на использовании специфических фосфатгидролаз 
(внизу) и субстратной неспецифичности ЩФPhoA (вверху), обна-
руженной в исследовании Srivastava et al. (2021): APase – щелочная 
фосфатаза; Oph – фосфотриэстераза или фосфорорганическая гид-
ролаза; GlpQ – глицерофосфодиэфирфосфодиэстераза; GlpT – sn-
глицерол-3-фосфатный транспортер; HMW-фосфоэфиры высоко-
молекулярные; LMW-DOP – низкомолекулярные растворенные ор-
ганические фосфоэфиры; OP – органические триэфиры фосфорной 
кислоты; Pde – фосфодиэстераза; PhoA –ЩФ семейства PhoA; Pi – 
неорганический фосфат; Pst – высокоаффинный транспортер Pi; 
Ugp – sn-глицерол-3-фосфатный ABC-транспортер (Srivastava et 
al., 2021). 
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Кроме того, минерализация органического P-содержащего суб-
страта влечет за собой реминерализацию органических аминов в не-
органический аммоний, укрепляя связь между колимитирующими 
биогенными циклами в океане (Westermann et al., 2023). Было пока-
зано, что катаболические пути деградации общих для всех фосфоли-
пидов – фосфохолина (ФХ) и фосфорилэтаноламина (ФЭ) у морской 
α-протеобактерии Phaeobacter sp. MED193, представляет собой вне-
клеточный гидролиз, включающий дефосфорилирование липидов 
щелочной фосфатазой PhoX-типа и высвобождающий азотсодержа-
щие субстраты – этаноламин и холин (рис. 41). 

Транспортеры этаноламина (EtoX) и холина (BetT) повсеместно 
распространены в Мировом океане во всей толще воды, что под-
черкивает важность катаболизма фосфолипидов (Westermann et al., 
2023). Таким образом, катаболическая активация путей деградации 
этаноламина и холина, следующая за метаболизмом фосфолипи-
дов, специфически связывает, а значит, и объединяет циклы фос-
фора, азота и углерода (Westermann et al., 2023). Тейхоевые кис-
лоты клеточной стенки грамположительных бактерий B. subtilus в 
условиях фосфорного голодания также подвергаются деградации с 
участием ЩФ PhoD (Rodriguez et al., 2014). 

Более того, результаты последних исследований активности 
ЩФ в биосфере Мариинской впадины в хадальной зоне (зона глу-
бин свыше 6000 м) указывают на тесную связь между Р- и С-цик-
лами, опосредованными взаимным обменом веществ между микро-
организмами (Fang et al., 2022). Для удовлетворения своих потреб-
ностей в углероде микроорганизмы, обитающие на больших океан-
ских глубинах, вероятно, используют стратегию «обратной связи» 
в отношении обитателей поверхностных вод, которые испытывают 
дефицит фосфора (110 нмоль·л-1), благодаря поддержанию высо-
кого уровня синтеза своей ЩФ и накоплению высоких концентра-
ций P на глубине (2,2 ммоль·л-1) (Fang  et al., 2022).  

 
 



 

Рис. 41. Предполагаемые пути катаболизма холина и этаноламина в Phaeobactersp. MED193: (А) Схемати-
ческое изображение путей деградации. (B и C) Расположение генов, участвующих в катаболизме (B) холина 
и (C) этаноламина, в хромосоме Phaeobactersp. MED193. TetR: регулятор транскрипции (MED193_21666); 
BetT: транспортер холина (MED193_21671), BetC: холинсульфатаза (MED193_21676); BetB: дегидрогеназа 



бетаинового альдегида (MED193_21681); BetA: дегидрогеназа холина (MED193_21686); ChoW: ABC-
транспортер, пермеазный компонент (MED193_07693); ChoV: ABC-транспортер, АТФ-связывающий ком-
понент (MED193_07698); ChoX: ABC-транспортер, бетаин/карнитин/холин-связывающий белок 
(MED193_07703); RpiR: регулятор RpiR (MED193_10021); GGAH: γ-глутамилглицин амидогидролаза 
(MED193_10026), EtoV: TRAP-транспортер, малый пермеазный компонент (MED193_10031); EtoW: TRAP-
транспортер, большой пермеазный компонент (MED193_10036); EtoX: TRAP-транспортер, этаноламин-свя-
зывающий белок (MED193_10041); ETAGA: этаноламин γ-глутамилаза (MED193_10046); GAADDH: 
Γ-глутамилацетил-альдегиддегидрогеназа (MED193_10051); GETADH: γ-глутамилэтаноламид дегидроге-
наза (MED193_10056); PstA: ABC-транспортер, пермеазный компонент (MED193_04047); PstB: ABC-
транспортер, пермеазный компонент (MED193_04052); PstC: ABC-транспортер, АТФ-связывающий компо-
нент (MED193_04057); PstS: ABC-транспортер, Pi-связывающий белок (MED193_04062). (D) Анализ мик-
ромасштабного термофореза, определяющий сродство связывания MED193_10041 с этаноламином. Очи-
щенный белок смешивали с растворами этаноламина, полученными в результате последовательных разве-
дений, и измеряли сродство к связыванию. По оси Х отложена логарифмическая концентрация этаноламина 
(M), по оси У – нормализованная флуоресценция (Fnorm). Аффинность связывания рассчитывалась с уче-
том Kd, равного 7,88 ± 1,88 мкМ, n = 3 (Westermann et al., 2023). 
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Кроме того, ЩФ неспецифически дефосфорилируют некоторые 
белки, многие из которых включены в систему межклеточной ком-
муникации как прокариот, так и эукариот (Fuhrmann et al., 2013). 
Наряду с этим, недавно было показано, что ЩФ участвуют в регу-
ляции локальных микробиомов, индукции минерализации биопле-
нок и экзоскелетов беспозвоночных, ремедиации тяжелых метал-
лов и органических загрязнений, при этом регуляция экспрессии 
генов pho-регулона тесно сопряжена с рядом других метаболиче-
ских процессов (Golotin et al., 2015; Doing et al., 2020; Srivastava et 
al., 2021; Dong et al., 2022; Singh et al., 2022). Так, в штамме E. coli 
K-12 транскрипционные факторы PhoB (cis-регуляторные эле-
менты промотора), участвующие в регуляции экспрессии генов 
фосфатного регулона (рис. 17), которая связана с поглощением и 
метаболизмом фосфора и контролем за внеклеточной концентра-
цией Pi, также участвуют в регуляции клеточного гомеостаза ионов 
железа (Fur) и метаболизма жирных кислот и фосфолипидов (FadR) 
(Skouri-Panet et al., 2017).  

5.3. Участие щелочной фосфатазы микроорганизмов  
в конкурентной борьбе и симбиотических взаимоотношениях  

 
Регуляция экспрессии ЩФ индивидуального микроорганизма 

может быть сопряжена не только со своими клеточными процес-
сами, но и метаболическими процессами других конкурентных 
членов микробиома, включая патогены, и это имеет стратегически 
важное значение для изучения механизмов патогенеза и разработки 
средств борьбы с инфекциями (Doing et al., 2020). Результаты тран-
скриптомного анализа совместной культуры клеток оппортунисти-
ческих патогенов Pseudomonas aeruginosa и Candida albicans пока-
зали, что выработка псевдомонадой антифунгицида – 5-метил-фе-
назин-1-карбоновой кислоты (5-MPCA), в ответ на продукцию 
дрожжами C. albicans этанола зависит от доступности и концентра-
ции в окружающей среде Pi (Doing et al., 2020). Антагонизм этих 
микроорганизмов начинается с возбуждения транскрипции регуля-
тора PhoB у P. Aeruginosa метаболитом микроскопического гриба, 
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стимулирующего синтез ЩФ и активное образование Pi, необходи-
мого для продукции 5-MPCA. В ответ на это, C. albicans увеличи-
вает активность своего фосфатного регулятора Pho4 и секрецию 
фосфатазы, что, вероятно, высвобождает дополнительное количе-
ство Pi для того, чтобы подавить PhoB-зависимую продукцию  
5-MPCA у конкурента P. aeruginosa (рис. 42). 

 

Рис. 42. P. aeruginosa (P.a.) и C. albicans (C.a.) асинхронно реаги-
руют на низкий уровень фосфатов. (А) Анализ корреляции Пир-
сона между транскриптами, реагирующими на низкое содержание 
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фосфатов в P.a. (зеленые аннотации) и C.a. (оранжевые аннотации), 
полученных при совместном культивировании P.a. WT с C.a. WT 
(дикого типа) или adh1Δ/Δ (мутанта, не вырабатывающего этанол). 
Очевидны обратные межвидовые корреляции между PhoB- и Pho4-
регулируемыми генами P.a. Значения корреляции Log2FC (p) обо-
значены интенсивностью цвета относительно шкалы. Сравнения 
одного вида имеют белый фон, межвидовые корреляции – серый 
фон. (B) Модель активности PhoB в совместных культурах P.a.-C.a. 
PhoB опосредует условную продукцию антагонистического проти-
вогрибкового феназина 5-MPCA в ответ на низкий уровень фосфа-
тов и выработку грибами этанола (Doing et al., 2020). 

 
Проведенное на мышах линии Balb/c in vivo исследование по вы-

яснению влияния очищенного фермента ЩФ E. coli на инфекцию, 
вызванную P. aeruginosa, показало, что ЩФ уменьшает количество 
патогенных бактерий в печени, селезенке и легких с достоверными 
различиями (P<0,05) (Hashem et al. 2016). Кроме того, у инфициро-
ванных мышей, получающих препарат ЩФ E. coli, происходило 
достоверное повышение уровня цитокинов (IL-6, IL-10 и IL-12) по 
сравнению с контрольной группой. Активность экзогенной ЩФ E. 
coli также положительно модулировала рост комменсальных бак-
терий у животных, что, вероятно, приводило к усилению их конку-
ренции с возбудителем инфекции и снижению выработки им энте-
ротоксинов (Hashem et al., 2016). 

В случае симбиотических отношений, было доказано, что арбу-
скулярный микоризный гриб Gigaspora margarita, являющийся об-
лигатным микроорганизмом ризосфер растений Glomus 
intraradices, использует ЩФ для регулярной поставки организму-
хозяину Pi из почвы в обмен на получение биодоступного углерода 
(Aono et al., 2004). 

5.4. Роль щелочной фосфатазы в индуцированной  
минерализации гидроксиапатита в биопленках  

 
Большое отношение площади поверхности бактерий к их объ-

ему делает идеальным их местонахождение для зарождения кри-
сталлов. Их поверхность, покрытая функциональными группами со 
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свободным отрицательным зарядом, действует как концентратор и 
поглотитель катионов металлов из окружающей среды (Hoffmann 
et al., 2021). Отрицательный заряд поверхности клеток у грамполо-
жительных бактерий придают карбоксильные (R-CO2H) и фосфат-
ные группы (R-PO4H2) тейхоевых кислот, у грамотрицательных 
бактерий – фосфолипиды и липополисахариды (ЛПС) (Madigan et 
al., 2018).	S-слои бактерий дополнительно влияют на заряд поверх-
ности в зависимости от наличия или отсутствия гликолевых белков 
S-слоя с гликозилированными длинными углеводными цепями, а 
также в зависимости от структурных групп, экспонированных в по-
рах их решетки (Hoffmann et al., 2021). Эти структуры бактериаль-
ной поверхности представлены на рисунке 43.  

 

 
Рис. 43. Схема основных надмолекулярных структур в поверхност-
ной архитектуре (а) грамположительных и (b) грамотрицательных 
бактерий, которые обеспечивают доступность сайтов взаимодей-
ствия с катионами металлов. Красные круги представляют собой 
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участки с отрицательным зарядом, серые – с нейтральным, синие – 
с положительно заряженными катионами, пунктирные линии ил-
люстрируют взаимодействие между отрицательными и положи-
тельными зарядами (Hoffmann et al., 2021).  

 
Внеклеточные полимерные вещества, капсулы, оболочки, слизь 

и матрица биопленки, могут дополнительно окружать грамположи-
тельные и грамотрицательные бактерии. Они, как правило, имеют 
отрицательный заряд, придаваемый карбоксильными и фосфат-
ными группами, которые могут свободно взаимодействовать с рас-
творимыми катионами (Hoffmann et al., 2021). Микробные био-
пленки образуются для выживания в сложных условиях окружаю-
щей среды посредством колонизации различных поверхностей в 
результате синтеза компонентов внеклеточного матрикса. В неко-
торых биопленках происходит минерализация микроорганизмов в 
результате адвентивного осаждения неорганических соединений, 
обусловленного различными метаболическими процессами. 
Наиболее распространенными минералами, осаждаемыми бактери-
ями, являются карбонаты и фосфаты кальция, и они обычно накап-
ливаются на поверхности бактерий (эпицеллюлярная минерализа-
ция), которые затем встраиваются в растущие кристаллы (Zorzetto 
et al., 2023). Понимание процесса отложения минералов в бактери-
альных биопленках важно по нескольким причинам. С одной сто-
роны, патологическая минерализация может приводить к целому 
ряду заболеваний, включая образование зубного камня при паро-
донтите и камней в почках при патологиях обменных процессов. С 
другой стороны, бактериальные биопленки представляют интерес 
в качестве материала, имеющего потенциальное техническое при-
менение. В последнем случае минерализация может служить одной 
из возможных стратегий модификации механических и других фи-
зических свойств пленки (Zorzetto et al., 2023). 

Концентрации ионов кальция и фосфата обычно недостаточно 
высоки, чтобы вызывать спонтанное выпадение осадка. Но по-
скольку бактериальная ЩФ была признана индикатором пародон-
тита, можно предположить сходство механизмов отложения мине-
ралов у бактерий и в клетках костной ткани у эукариот 
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(Zorzettoetal., 2023). Однако в костях млекопитающих фосфаты 
кальция откладываются в виде гидроксиапатита в результате тонко 
настроенного процесса «биологически контролируемой минерали-
зации», который приводит к образованию функционального мате-
риала с высоким уровнем пространственной организации, сложной 
морфологией и структурой, в отличие от спонтанной «биологиче-
ски индуцированной минерализации», происходящей у большин-
ства прокариот (Mann, 2001). ЩФ костной ткани катализирует гид-
ролиз полифосфатов и фосфатных эфиров из органических источ-
ников (например, алкалоидов и белков) и делает их доступными 
для взаимодействия с катионами (например, кальцием). На при-
мере биопленок E. coli, выращенных на твердой среде, также было 
показано, что осаждение частиц гидроксиапатита происходит в 
присутствии ионов кальция и β-глицерофосфата, и этот процесс 
биоминерализации активно поддерживается бактериальной ЩФ 
(рис. 44).  

 
 

Рис. 44. Исследование минерализации биопленок кишечной па-
лочки штамма E. coli K-12 W3110, который продуцирует волокни-
стый матрикс на основе амилоида. Минерализация биопленок про-
исходила в условиях выращивания штамма на питательных агаро-
вых субстратах с добавлением ионов кальция и β-глицерофосфата. 
Минеральную фазу локализовали в различных масштабах с помо-
щью световой и сканирующей электронной микроскопии и рентге-
новской микротомографии. Широкоугольное рассеяние рентгенов-
ских лучей позволило дополнительно идентифицировать минерал 
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как гидроксиапатит. Учитывая важную роль фермента ЩФ в оса-
ждении фосфата кальция в костной ткани млекопитающих, было 
проверено, участвует ли периплазматическая ЩФ, экспрессируе-
мая геном phoA E. coli, в минерализации биопленки. Было пока-
зано, что биопленки E. coli, выращенные на минерализующей среде 
с ингибитором ЩФ, подвергаются минерализации в меньшей сте-
пени и с задержкой, тогда как очищенный препарат ЩФ E. coli, до-
бавленный на поверхность минерализующей агаризованной среды, 
индуцировал минерализацию биопленки (Zorzetto et al., 2023). 

 
Несмотря на то, что минерализация приводит к гибели значи-

тельной части бактерий, образующийся композитный материал мо-
жет обеспечивать защиту небольшого числа выживших бактерий 
и, в целом, всего микробного сообщества (Cosmidis et al., 2015). Ис-
ходя из этого, менее минерализованный слой, находящийся между 
минерализованными верхним и нижним слоями, может стать сре-
дой, в которой бактерии наиболее защищены от воздействия окру-
жающей среды (рис. 44). Минерализованные слои могут блокиро-
вать дальнейшую диффузию предшественников минерализации и 
предотвращать минерализацию всей биопленки и ее бактериальной 
популяции. Таким образом, гибель части бактерий в результате ча-
стичной или полной минерализации может быть выгодным с попу-
ляционной точки зрения. В некоторых случаях «жертвоприноше-
ние» бактерий заключается в переходе в состояние покоя, так назы-
ваемое жизнеспособное некультивируемое состояние (Zorzetto et 
al., 2023). 

Однако очевидной корреляции между появлением минерализо-
ванных слоев и структурой поперечного сечения неминерализован-
ных биопленок, созданных теми же бактериями, не существует. 
Поэтому остается неясным, контролируется ли коллективным со-
обществом бактерий эта слоистая геометрия, или же она является 
результатом физико-химических явлений, включающих комбина-
цию диффузии и фазовых переходов. Действительно, слоистые пе-
риодические структуры гидроксиапатита, напоминающие кольца 
Лизеганга, спонтанно формируются в агаре в присутствии неорга-
нических источников ионов кальция и фосфата, возникающего по-
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сле ферментативного высвобождения фосфат-ионов из β-глицеро-
фосфата (рис. 44). Явление, основанное на диффузии, может объ-
яснить слоистую картину минерализации в биопленках, а также по-
явление слоя минерализации, обнаруженного внутри агарового 
субстрата, находящегося относительно далеко от самих бактерий 
(Zorzetto et al., 2023). 

Тем не менее, подобно роли коллагена в образовании костного 
апатита (Wang et al., 2012), белковые волокна матрикса микробной 
биопленки (curli), благодаря благоприятному взаимодействию 
между ионами металлов и заряженными аминокислотами (Tavafoghi 
et al., 2016), могут участвовать в зарождении минеральных кристал-
лов, в частности, служить каркасом для минерализации гидрокси-
апатита (Abdali et al., 2020). Кроме того, матрица биопленки E. coli 
может влиять на рост и морфологию кристаллов гидроксиапатита 
подобно тому, как матрица биопленки B. subtilis влияет на образова-
ние кристаллов карбоната кальция (Azulay et al., 2018). 

5.5. Участие щелочных фосфатаз в геохимических процессах  
образования минералов 

Наконец, ЩФ имеют глобальное биогеохимическое значение, 
являясь одними из самых распространенных ферментов почв и Ми-
рового океана, участвующих в реминерализации различных орга-
нических фосфоросодержащих соединений (Ragot et al., 2017; 
Zheng et al., 2019; Noskova et al., 2019; Lidbury et al., 2021; Srivastava 
et al., 2021; Fang et al., 2022; Wan et. al., 2022; Zeng et al., 2022). 
Кроме того, морские бактерии могут аккумулировать Pi в большом 
количестве как в периплазме (рис. 38, 40), так и в цитоплазме в виде 
полиР с последующим его высвобождением из клеток в окружаю-
щую среду и одновременным увеличением уровня своей фосфа-
тазной активности (Ghyoot et al., 2015; Kamennaya et al., 2020; 
Srivastava et al., 2021; Lidbury et al., 2021). По литературным дан-
ным содержание ЩФ в донных отложениях и почвах находится в 
широком диапазоне: 0,00005-12,02 ед·г-1 и 0,00018-2,27 ед·г-1 соот-
ветственно (Wan et al., 2022). Высокая активность ЩФ, которая мо-
жет достигать сотен мкмоль д-1·г-1, является причиной существен-
ного вклада этих ферментов в скорость гидролиза моноэфиров ор-
ганических фосфатов (GP, G6P, и AMP) (рис. 45). В то же время 
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скорость гидролиза фосфоангидридов и фитиновой кислоты как 
под действием фосфатаз, так и оксидных минералов, выступающих 
в роли абиотических катализаторов, относительно невысока и до-
стигает лишь нескольких мкмоль д-1·г-1 вследствие их высокой ста-
бильности в условиях окружающей среды (рис. 45). 

 
 

Рис. 45. Расчетный диапазон скоростей гидролиза органических 
фосфатов кислотными/щелочными фосфатазами и оксидными ми-
нералами Mn/Fe/Al при pH 6 или 8 в почвах и донных отложениях. 
(a-e) – расчетные данные для фосфатов: глицерофосфат (GP), глю-
козо-6-фосфат (G6P), аденозинмонофосфат (AMP), нуклеотидфос-
фат (NP) и инозитолгксокисфосфат (IHP). Содержание и распреде-
ление фосфатаз и оксидных минералов (бирнессит, гематит, 
боэмит) оценивалось по литературным данным (Wan et al., 2022). 

 
Таким образом, ферменты микроорганизмов принимают актив-

ное участие в глобальных биогеохимических процессах на Земле 
путем энзиматической индукции зародышеобразования (нуклеа-
ции) и роста кристаллов природных минералов, в частности, фос-
форитов и апатитов (Omelon et al., 2013; Skouri-Panet et al., 2017; 
Wan et al., 2022).  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Основная цель авторов этой монографии заключалась в том, 
чтобы в концентрированном виде представить обширную инфор-
мацию об одних из самых распространенных и жизненно важных 
ферментах, щелочных фосфатазах, показав при этом читателю, ка-
кую роль они играют в природной среде и какую пользу могут при-
нести человечеству глубокие знания об особенностях их каталити-
ческого действия.  

В последние годы произошли серьезные изменения в области 
исследований структуры, функции, механизма действия и метабо-
лизма различных белков и ферментов. Ярким примером этому яв-
ляется щелочная фосфатаза. С одной стороны, она представляет со-
бой наиболее охарактеризованный на сегодняшний день фермент, 
а с другой, ее биологическая роль в организме, биомах и кругово-
роте фосфора в природе, без которого невозможно существование 
жизни на Земле, оказалась гораздо сложнее и шире, чем предпола-
галось ранее.  

Среди трех типов фосфоэфирных связей, существующих в при-
роде, фосфоди- и триэфирные связи исключительно стабильны, с 
периодом полураспада около 3 × 107 лет при умеренной темпера-
туре и нейтральном значении pH, в то время как ускорение их раз-
рыва (до 1016 раз) может быть достигнуто только путем фермента-
тивного гидролиза высокоспециализированными металлофермен-
тами, такими как нуклеазы и фосфоэстеразы. Благодаря универ-
сальности механизма каталитического действия щелочных фосфа-
таз в отношении фосфоэфирных связей, продемонстрированного в 
результате масштабных исследований, эти ферменты признаны 
наиболее широко распространенными в природе. Поражает вооб-
ражение не только масштаб участия этого фермента в метаболиче-
ских процессах, как в собственном организме-продуценте, так и в 
организмах других обитателей биологического сообщества, от бак-
терий до человека, но и множественность его изоформ и мно-
гофункциональность каждой из них при сохранении общности и 
универсальности каталитического механизма нуклеофильной 
атаки.   



Балабанова Л.А., Сейткалиева А.В., Сон О.М., Текутьева Л.А. 
 

119 

Экологическое значение этих ферментов как для природы, так и 
для человечества в целом стало очевидным после того, как появи-
лись доказательства каталитического действия щелочных фосфатаз 
в отношении сложных органических фосфатов, включая фосфоди- 
и триэфиры, к которым относятся многие нейротоксичные антро-
погенные загрязнения в окружающей среде. Заслуживает внимания 
и тот факт, что фосфомоноэстеразная активность, увеличивающая 
скорость гидролиза (до 1027 раз) широкого спектра биомолекул 
(белков, нуклеиновых кислот и липидов), является отличительным 
свойством этих ферментов независимо от принадлежности к тому 
или иному структурному семейству белков. Это указывает на мас-
штабность и важность роли этих ферментов для самых разнообраз-
ных природных процессов: энергетического обмена, репарации и 
модификации ДНК, биоминерализации, а также регуляции концен-
трации вторичных метаболитов, в частности, свободных нуклеоти-
дов, необходимых для продолжения жизни и рециркуляции фос-
фора на Земле. Так, щелочная фосфатаза структурного семейства 
PhoA (CmAP) морской бактерии Cobetia amphilecti KMM 296 (Кол-
лекция морских микроорганизмов, Тихоокеанский институт био-
органической химии им. Елякова Дальневосточного отделения 
Российской академии наук (ТИБОХ ДВО РАН)), выделенная из це-
ломической жидкости мидии Crenomytilus grayanus, вероятно, спо-
собствует минерализации раковины моллюска-хозяина и разру-
шает биопленки многих видов бактериальных патогенов. Детали 
биологического действия CmAP до сих пор остается неясными, 
изучение механизмов этих процессов продолжается. 

Тем не менее, не до конца изученными остаются вопросы мета-
болизма щелочных фосфатаз, а именно, их участие в механизмах 
межклеточной регуляции биологических процессов, как в много-
клеточном организме, так и в микробиомах с многовидовым соста-
вом. Предполагается, что щелочные фосфатазы вовлечены в такие 
важные клеточные события, как регуляция фосфорилирования бел-
ков, рост клеток, апоптоз и клеточная миграция. Поэтому большин-
ство патологических состояний или заболеваний человека сопро-
вождаются изменением уровня экспрессии щелочной фосфатазы, 
что является диагностическим признаком этих состояний и может 
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стать основой соответственных терапевтических подходов. Сле-
дует упомянуть и недавно обнаруженные функции щелочных фос-
фатаз, такие как поддержание гомеостаза тканей и органов путем 
инактивации бактериальных липополисахаридов (ЛПС), регуляция 
клеточной секреции, управление видовым составом и жизненным 
циклом клеток микробиомов и опухолей. Эти свойства щелочных 
фосфатаз, а также, возможно, способность к детоксикации гипер-
фосфорилированных внеклеточных белков тау, которые играют 
ключевую роль в прогрессировании болезни Альцгеймера, несо-
мненно, дадут толчок к пониманию этиологии и способов лечения 
многих патологий.  

Рекомбинантная человеческая кишечная щелочная фосфатаза 
(IAP) прошла третью фазу клинических испытаний, связанных с 
инактивацией ЛПС и медиаторов воспаления для лечения хирурги-
ческих заболеваний и метаболических нарушений. Развитию этого 
нового подхода к лечению будет немало способствовать поиск но-
вых источников щелочных фосфатаз среди морских объектов, об-
ладающих высокоэффективной дефосфорилирующей активностью 
и широкой субстратной специфичностью, а также последующее 
изучение механизма их действия.  

На сегодняшний день поиск и изучение новых ферментов с фос-
фоэстеразной активностью все еще остается сложной задачей для 
биотехнологии из-за некоторых присущих им ограничений, таких 
как нежелательная селективность в отношении некоторых субстра-
тов, трудности в выделении или синтезе, узкий диапазон рабочих 
температур и рН, в целом высокая стоимость обеспечения техноло-
гических процессов. В связи с этим, детальное изучение струк-
турно-функциональной зависимости щелочных фосфатаз, извест-
ных и новых, разработка их рекомбинантных аналогов не теряет 
своей актуальности. Особое место среди перспективных направле-
ний исследований в этой захватывающей области энзимологии за-
нимают вопросы поиска новых мишеней в человеческом организме 
для направленного действия щелочных фосфатаз как на генетиче-
ском, так и молекулярном уровнях. Об этом речь пойдет в отдель-
ной книге. 
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СОКРАЩЕНИЯ 

ЩФ – щелочные фосфатазы. 
КФ – классификация ферментов. 
Pi – фосфат неорганический (inorganic phosphate). 
P – фосфор. 
полиР – полифосфат. 
АМФ – аденозинмонофосфат. 
ГМФ – гуанозинмонофосфат. 
PhoA, PhoХ, PhoD, PafA – белковые семейства в структурной 

классификации ЩФ. 
CmAP – высокоактивная щелочная фосфатаза морской бактерии 

Cobetia amphilecti KMM 296. 
KМM – коллекция морских микроорганизмов ТИБОХ ДВО 

РАН. 
ЛПС – липополисахарид  
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота.  
РНК – рибонуклеиновая кислота. 
TNAP (Tissue Nonspecific Alkaline Phosphatase) – тканенеспеци-

фичная щелочная фосфатаза человека. 
IAP (Intestinal Alkaline Phosphatase) – кишечная щелочная фос-

фатаза человека. 
PLAP (Placental Alkaline Phosphatase) - плацентарная щелочная 

фосфатаза человека. 
KM – константа Михаэлиса.  
VAP – щелочная фосфатаза Vibrio sp. G15-21. 
у.а. – удельная активность фермента. 
kcat – число оборотов фермента (максимальное количество суб-

страта, которое фермент может преобразовать в продукт реакции в 
единицу времени).  

kcat/KM – эффективность ферментативной реакции (катализа). 
pKa – показатель константы диссоциации.  
PDB (Protein Data Base) – международная база белковых структур. 
TAP – щелочная фосфатаза антарктической бактерии штамма 

TAB5. 
ECAP – щелочная фосфатаза Escherichia сoli. 
NPP – нуклеотидпирофосфатаза/фосфодиэстераза.  
ФДЭ – фосфодиэстераза. 
PMH – фосфонатмоноэфиргидролаза. 
АS – арилсульфатаза. 
PAS – арилсульфатаза Pseudomonas aeruginosa. 
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RlPMH – фосфонатмоноэфиргидролаза Rhizobium 
leguminosarum. 

BcPMH – фосфонатмоноэфиргидролаза Burkholderia 
caryophylli.  

PTE – фосфотриэстераза. 
п-НФФ – пара-нитрофенилфосфат (4-нитрофенилфосфат). 
п-НФ – п-нитрофенол (4-нитрофенол). 
Zn1

2+и Zn2
2+ – ионы цинка в первом и втором соответственно ме-

таллосвязывающем сайтах активного центра ЩФ. 
fGly – нуклеофил формилглицин. 
PSI – ковалентно связанный фосфосериновый интермедиат 

(промежуточное соединение в реакции ферментативного гидро-
лиза фосфата). 

QM:QM/QM:MM – квантово-механические/молекулярно-меха-
нические методы расчета.  

TS (transition state) – переходное состояние каталитической ре-
акции. 

LFER – линейные эмпирические соотношения свободной энергии. 
Да (Дальтон) – единица измерения молекулярной массы белков.  
dNTP – дезоксинуклеотидтрифосфаты.  
PhoB/PhoR – двухкомпонентная система трансдукции.  
PstSCAB – многокомпонентная фосфат-специфичная транс-

портная система. 
MOE (Molecular Operating Environment) – программная плат-

форма для молекулярного дизайна, которая объединяет в одном па-
кете визуализацию, моделирование и симуляцию. 

RMSD – значение среднеквадратичного отклонения Cα-атомов 
3-D структуры молекулы при суперпозиции с установленной 
структурой прототипа.  

SCOP (Structural Classification of Proteins) – база данных се-
мейств белков с общими функциональными и структурными осо-
бенностями (доменами), которые, как предполагается, происходят 
от общего эволюционного предка. 

InterPro – база данных белковых семейств, доменов и функцио-
нальных сайтов Европейского Института Биоинформатики для ин-
терактивного анализа и классификации белковых последователь-
ностей. 

His х 6 – дополнительная последовательность аминокислотных 
остатков в рекомбинантном белке для проведения металлоаффин-
ной хроматографии. 
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