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Список сокращений 

АФК – активные формы кислорода 

ГПВ – гуминоподобные вещества  

ГБТ – 1-гидроксибензотриазол  

HО – гидроксильный радикал 

ДДК – диэтилдитиокарбамат натрия 

КОЕ – колониеобразующая единица 

JIMC – лакказа-медиаторные системы  

ЛМФ – лигнин модифицирующие ферменты 

ПАУ – полициклические ароматические углеводороды 

H2O2 – перекись водорода 

О2 – супероксидный анион радикал 

1
О2 – синглетный кислород  

ФК – феруловая кислота 

ABTS – диаммониевая соль 2,2’-азино-бис (3-этилбензотиазолин-6-

сульфоновой) кислоты 



 

 
 

ВВЕДЕНИЕ 

Лакказа – медьсодержащий фермент, катализирующий окисление 

широкого спектра субстратов кислородом, восстанавливая его до воды 

[Лисова, 2011]. Лакказа представляет большой интерес с точки зрения 

фундаментальных исследований его структуры и механизма катализа. Это 

обусловлено строением активного центра лакказ. Большой интерес, как в 

фундаментальном, так и прикладном плане, представляет субстратная 

специфичность лакказ, способных окислять широкий круг органических, в 

первую очередь фенольных, и неорганических соединений.  

Лакказа обнаружена у бактерий, грибов, растений и насекомых. Этот 

фермент участвует в процессах синтеза меланинов, пигментов, развитии спор, 

детоксикации опасных метаболитов, деградации лигнина. Лакказа – 

важнейший компонент лигнолитического комплекса дереворазрушающих 

грибов белой гнили, осуществляющих разложение одного из наиболее 

распространенных природных полимеров – лигнина, однако роль лакказы в 

этих процессах до конца не изучена [Шлеев, 2003; Фурсова, 2007; Шевченко, 

2013]. Недавно была доказана еще одна функция лакказ – участие в 

образовании гуминоподобных веществ [Шлеев, 2003; Шевченко, 2013].  

Интерес к практическому использованию лакказ возрос в середине 90-х 

годов XX века после открытия медиаторов, соединений, способных усиливать 

действие ферментов. Данное открытие позволило существенно расширить 

область их практического применения. Медиаторы лакказ представляют собой 

субстраты этих ферментов, в процессе окисления которых образуются 

химически активные продукты. Последние могут вступать в реакцию с 

соединениями, которые не подвергаются окислению одними только 

лакказами. Кроме того, в процессе окисления органических субстратов 

образуются свободные радикалы, которые могут модифицировать другие 

соединения. Это позволяет существенно расширить область использования 

лакказ [Шлеев, 2003]. 
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В настоящее время лакказы применяются в различных сферах 

биотехнологии. Основной сферой применения данного фермента является 

биодеградация лигнина и лигниноподобных соединений, а также веществ, 

имеющих структуру, сходную со структурой мономеров лигнина, таких как 

полициклические ароматические углероды. Существует несколько 

направлений практического использования ферментов, разлагающих лигнин, в 

том числе изготовление биопластиков, отбелка бумаги. На определенной 

стадии биодеградации лигнина древесина приобретает пластичность, что 

позволяет изготавливать на ее основе экологически безопасные древесные 

пластики, древесноволокнистые плиты, блоки, картон без применения 

токсических связующих соединений. Активно ведутся исследования по 

применению лакказ для отбеливания целлюлозы. При этом преимущество 

использования лакказ, в отличие от других лигнолитических ферментов, 

заключается в том, что использование системы окисления на основе лакказы и 

низкомолекулярных медиаторов позволяет избавиться от участия перекиси 

водорода в процессе биоотбелки [Фурсова 2007; Беловежец 2010]. 

Используемые для биотехнологических целей лакказы низших грибов 

обладают рядом физико-химических особенностей, ограничивающих их 

применение, например, невысокая термостабильность и узкий рН оптимум 

реакции. В связи с этим, поиск новых ферментов по-прежнему актуален, 

причем особенно востребованы ферменты с высоким редокс-потенциалом, 

термостабильные и активные в области рН, близкой к нейтральной. При этом, 

как правило, поиск ориентирован на доминирующие формы в семействах 

множественных изоформ лакказ, так что минорные формы или 

трудноразделяемые формы лакказ остаются неизученными.  

Перспективными объектами для изучения лакказ являются 

лихенизированные грибы. Лишайники характеризуются высокой 

устойчивостью к абиотическим стрессорам, таким как засуха, экстремальные 

температуры, ультрафиолетовые излучения, и поэтому они могут расти в 

условиях, которые могут уничтожить другие организмы [Beckett et al., 2008]. 
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Кроме этого, вторичные метаболиты лишайников – лишайниковые вещества – 

являются субстратами лакказ и обладают биологической активностью. 

Несмотря на интенсивное изучение лакказ в грибах, лакказы в лишайниках 

изучены крайне недостаточно.  

В связи с вышеизложенным, целью нашей работы явилось изучение 

лакказной активности в лишайнике Cladonia mitis. 

В соответствии с целью работы были поставлены следующие задачи: 

1. Определить кинетические характеристики лакказной активности в 

талломе лишайника C. mitis с использованием различных субстратов. 

2. Изучить влияние ингибиторов и медиаторов на активность лакказы. 

3. Произвести разделение и очистку изоформ лакказ методом 

ионообменной хроматографии. 

4. Изучить изоферментный состава лакказ с помощью нативного 

щелочного гельэлектрофореза и изоэлектрофокусирования. 

5. Изучить бактериостатические эффекты лишайниковых веществ, 

экстрагированных из C. mitis. 
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ВЫВОДЫ 

1. Определены кинетические характеристики лакказной активности в 

талломе лишайника C. mitis с использованием различных субстратов. 

Сравнение каталитических параметров константы Михаэлиса-Ментен и 

максимальной скорости окисления ABTS, о-дианизидина и 2,6-DMP 

выявило, что лакказа лишайника C. mitis характеризуется наибольшей 

чувствительностью к о-дианизидину и обладает высокой скоростью его 

окисления. Величина Vmax/Кm для о-дианизидина выше, по сравнению с 

2,6-DMP и ABTS, что говорит об эффективности катализа лакказы при 

окислении о-дианизидина. 

2. Обнаружен эффект подавления активности лакказы в талломе 

лишайника C. mitis при действии ингибиторов медь-содержащих 

ферментов диэтилдитиокарбамата натрия и азида натрия. С 

использованием двух-субстратных систем показано повышение 

активности ABTS-зависимой лакказы при добавлении феруловой 

кислоты и ферулат-зависимой лакказы при добавлении 2,6-DMP, что 

говорит о том, что феруловая кислота и 2,6-DMP обладают 

медиаторными свойствами. Данные об эффектах ингибиторов и 

медиаторов свидетельствуют о сложности регуляции активности лакказ 

лишайника C. mitis . 

3. Проведено разделение и частичная очистка изоформ лакказ методом 

ионообменной хроматографии. Анализ активности очищенных белков 

показал наличие одного пика лакказной активности, элюированного при 

0,25 – 0,3 М NaCl. 

4. Изучен изоферментный состав лакказ с помощью нативного щелочного 

гельэлектрофореза и изоэлектрофокусирования. В талломе лишайника  

лишайника C. mitis выявлено наличие нескольких изоформ лакказ и 

доминирующей щелочной изоформы с pI 8.6 и молекулярной массой  

480 кДа. 
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5. Выявлен бактериостатический эффект лишайниковых веществ, 

экстрагированных из C. mitis. Наибольшая активность лишайниковых 

веществ наблюдалась по отношению к споровым бактериям, которые 

являются природными антагонистами фитопатогенных грибов. 

Лишайники представляют собой симбиотические ассоциации грибов и 

микроскопических зеленых водорослей, поэтому избирательное 

действие лишайниковых веществ направлено в первую очередь на 

подавление споровой микрофлоры. 
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