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Проведен анализ генома галоалкалофильного анаэробного микроорганизма Anoxynatronum sibiri-
cum Z-7981T, выделенного ранее из содового озера Нижнее Белое (Республика Бурятия, Россия). 
Выявлена способность организма к использованию бетаина в качестве акцептора электронов в ре-
акции Стикленда. Внесение бетаина в среду не только оказывало стимулирующее действие на рост 
на аминокислотах, использующихся A. sibiricum индивидуально, но и позволило выявить дополни-
тельные аминокислоты, рост на которых не был возможен без акцептора. На основании геномных 
характеристик и экспериментальных ростовых данных предложены метаболические схемы разложе-
ния аминокислот в присутствии и в отсутствие бетаина. Схемы для треонина, глутамата и лизина при 
их совместном использовании с бетаином составлены впервые. Для всех используемых аминокислот 
определены качественный и количественный состав продуктов обмена и получены стехиометриче-
ские соотношения субстрат/продукт. Составлены балансовые уравнения для выявленных вариантов 
реакции Стикленда, включая ранее не описанные в литературе.
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Содовые озера широко распространены в при-
роде и характеризуются тем, что, наряду с хлори-
дом, содержат в качестве доминирующего анио-
на карбонат, что приводит к повышенным зна-
чениям рН среды в таких экосистемах. Несмотря 
на  экстремальные условия окружающей среды 
(высокие концентрации солей и  рН), микро-
флора в содовых водоемах весьма разнообразна 
и содержит представителей основных трофиче-
ских групп микроорганизмов (Заварзин и соавт., 
1999; Grant, Jones, 2016). Трофическая структу-
ра галоалкалофильного микробного сообщества 
содовых озер системно изучается в лаборатории 
реликтовых микробных сообществ ИНМИ РАН 
с начала 1990-х годов (Zhilina, Zavarzin, 1994), 

причем наибольшее внимание уделяется анаэроб-
ным микроорганизмам-деструкторам. Деструк-
ция органического вещества является важней-
шим процессом, определяющим существование 
биологического круговорота элементов в приро-
де и обеспечивающим устойчивость биоценозов. 
При отмирании живых организмов высвобожда-
ется большое количество разнообразных органи-
ческих соединений, которые в дальнейшем могут 
служить субстратами для роста микроорганизмов. 
Среди таких соединений в содовых водоемах мож-
но отдельно отметить бетаин – вещество, являю-
щееся широко распространенным осморегулято-
ром у ряда галофильных бактерий и архей. В за-
висимости от  солености среды, концентрация 
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бетаина может достигать 16% от сухого веса клет-
ки (Sorokin et al., 2008).

Исходя из литературных данных, а также из ре-
зультатов собственных экспериментальных иссле-
дований, удалось установить, что в анаэробных ус-
ловиях деградация бетаина происходит тремя раз-
личными способами:

1) Путем брожения. Среди микроорганиз-
мов, осуществляющих этот процесс можно вы-
делить экстремального галофила Acetohalobium 
arabaticum (Жилина, Заварзин, 1990), а также га-
лоалкалофильные штаммы рода Natroniella spp. 
(Sorokin, 2021).

2) Использованием в качестве субстрата и доно-
ра электронов в окислительно-восстановительной 
реакции. К  такой реакции способны, например, 
морские виды Desulfobacterium (Heijthuijsen, Hansen, 
1989). Среди галоалкалофилов известна архея 
Halalkaliarchaeum spp., которая осуществляет окисле-
ние бетаина с сульфатом как акцептором электронов 
(Sorokin, 2021).

3) Использованием в качестве акцептора элек-
тронов в паре с различными донорами: аминокис-
лотами (реакция Стикленда) и олигопептидами, 
а также с формиатом, водородом и другими клю-
чевыми для микробного сообщества метабиоти-
ками. Роль бетаина как акцептора электронов была 
впервые продемонстрирована для негалофильного 
анаэроба Clostridium sporogenes (Naumann et al., 1983), 
а позднее для галофилов Haloanaerobacter salinarius 
(Mouné et al., 1999) и Halanaerobacter lacunarum (ранее 
Halobacteroides lacunaris) (La Cono et al., 2015). В ус-
ловиях высокой карбонатной щелочности реакция 
Стикленда с бетаином впервые была показана для га-
лоалкалофила Halonatronomonas betaini, выделенного 
из содового озера Танатар III (Деткова и соавт., 2022). 
В качестве доноров электронов бактерия использо-
вала олигопептиды – дрожжевой экстракт, триптон, 
пептон, сойтон, а также аминокислоты – лейцин, 
аланин, валин, изолейцин и серин. Данный процесс 
имеет значение с точки зрения не только понимания 
путей деградации бетаина, но и способов утилизации 
аминокислот в алкалофильном микробном сообще-
стве, где свободные аминокислоты могут поступать 
в микроокружение в результате деструкции белков 
после отмирания и распада живых клеток.

Целью данной работы было оценить способ-
ность галоалкалофильных анаэробных микроор-
ганизмов из коллекции лаборатории реликтовых 
микробных сообществ к деградации бетаина в реак-
ции Стикленда в условиях повышенных солености 
и карбонатной щелочности, секвенировать и про-
анализировать геном выбранного модельного ор-
ганизма Anoxynatronum sibiricum и выявить возмож-
ные метаболические пути разложения аминокислот 
как в присутствии бетаина, так и без него, исходя 
из геномных характеристик и экспериментальных 
данных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

Организмы и культивирование. Объектами пред-
варительного исследования служили 23  галоал-
калофильных микроорганизма из  коллекции ла-
боратории. Для выращивания культур, отобран-
ных по их способности к использованию бетаина 
(Anoxynatronum sibiricum Z-7981T, Alkaliphilus pep-
tidifermentans Z-7036T и  Natronincola peptidivorans 
Z-7031T), использовали минеральную среду следую
щего состава (г/л): KH2PO4 ‒ 0.2; MgCl2 × 6H2O ‒ 
0.1; NH4Cl ‒ 0.5; KCl ‒ 0.2; NaCl ‒ 5.0; Na2CO3 ‒ 
3.0; NaHCO3 ‒ 12.0; Na2S·× 9H2O ‒ 0.5; дрожжевой 
экстракт ‒ 0.2; раствор микроэлементов – 1 мл/л; 
раствор витаминов – 10 мл/л, рН 9.5. Раствор ми-
кроэлементов содержал (мг/л): FeSO4×7H2O – 556; 
CoCl2×6H2O – 119; (NH4)2SO4×NiSO4×6H2O – 197; 
MnCl2×4H2O – 99; ZnSO4×7H2O – 144; H3BO3 – 31; 
AlK(SO4)2×12H2O  – 237; Na2MoO4×2H2O  – 24; 
Na2WO4×2H2O – 33; Na2SeO3 – 17; CuCl2×2H2O – 17. 
Раствор витаминов имел следующий состав (мг/л): 
биотин – 10; фолиевая кислота – 10; тиоктовая 
кислота – 10; пиридоксин гидрохлорид – 10; тиа-
мин гидрохлорид – 20; рибофлавин – 20; никоти-
новая кислота – 10; Ca-D-пантотенат – 20; циано-
кобаламин – 25; p-аминобензойная кислота – 10. 
Организмы культивировали строго анаэробно при 
35–37°С в пробирках Хангейта или флаконах объ-
емом 120 и 500 мл.

Концентрации дрожжевого экстракта и  ами-
нокислот в предварительных опытах составляли 
1.5 г/л. Раствор бетаина, предварительно нейтра-
лизованный 12M NaOH, вносили в среды до ко-
нечной концентрации 3 г/л. В опытах по изучению 
катаболизма аминокислот в отсутствие и в присут-
ствии бетаина их концентрации задавали, исходя 
из теоретических стехиометрических соотноше-
ний, указанных в работе (Деткова и соавт., 2022).

Засев осуществляли из расчета 1–3% (об./об.). 
В  зависимости от  используемой аминокислоты 
культуры инкубировали 1–1.5 мес. до максималь-
ного исчерпания субстрата и накопления продук-
тов метаболизма. Каждый эксперимент проводили 
не менее чем в трех независимых повторностях, 
полученные результаты усредняли.

Определение роста. За ростом культур следили 
по потреблению субстрата или, в случае опытов 
в пробирках Хангейта, по увеличению оптической 
плотности при 600 нм на спектрофотометре Unico 
2100 (США).

Аналитические методы. Аминокислоты, бетаин, 
летучие жирные кислоты и аммоний определяли, 
как описано ранее (Деткова и соавт., 2022). Фор-
миат и нелетучие органические кислоты определя-
ли методом ВЭЖХ на хроматографе Стайер (“Ак-
вилон”, Россия). Разделение проводили на  ко-
лонке Aminex HPX-87 (“BioRad”, США) при 50°С 
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с 5 мМ H2SO4 в качестве элюента. Колонка была 
подсоединена к спектрофотометрическому детек-
тору с установленной длиной волны 210 нм.

Секвенирование и аннотация генома. Геномную 
ДНК из свежей культуры выделяли с помощью на-
боров DNeasy PowerSoil kit (“Qiagen”, Германия) 
по протоколам фирмы-производителя. Для приго-
товления геномной библиотеки использовали на-
боры NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit (“New 
England Biolabs”, США). Полученную библиотеку 
секвенировали на MiSeq (“Illumina”, США) с ис-
пользованием наборов MiSeq Regent Kit V3 (600 ци-
клов). Всего было получено 2.2 млн. парных чтений, 
суммарная длина которых составляла 1.3 млрд. ну-
клеотидов. Парные пересекающиеся чтения были 
объединены с помощью программы FLASH v. 1.2.11 
(Magoč, Salzberg, 2011), затем чтения с низким каче-
ством были удалены с помощью программы Sickle 
v. 1.33 (https://github.com/najoshi/sickle). Сборку 
последовательностей осуществляли программой 
SPAdes v 3.15.4 (Vasilinetc et al., 2015) c параметрами 
для изолятов. Поиск генов и аннотацию проводили 
с помощью вебсервиса NCBI Prokaryotic Genome 
Annotation Pipeline (PGAP) (Tatusova et al., 2016). 
Поиск ферментов проводили с использованием веб-
сервиса BRENDA (Chang et al., 2021).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор объектов исследования

В результате скрининга коллекции не было об-
наружено микроорганизмов, использующих бета-
ин в качестве единственного субстрата для роста 
и получения энергии (дополнительные материалы, 
табл.  S1). Однако было выявлено три организма 
различных таксономических групп, рост которых 
на дрожжевом экстракте стимулировался бетаином. 
Количественные характеристики их роста в присут-
ствии и в отсутствие бетаина показаны в табл. 1.

У всех этих штаммов среди продуктов был об-
наружен триметиламин (данные не  показаны), 
что доказывает использование бетаина как акцеп-
тора электронов. В  качестве объекта дальнейших 

исследований был выбран A. sibiricum Z-7981T, выде-
ленный из содового озера Нижнее Белое (Республика 
Бурятия, Россия) (Garnova et al., 2003), стимуляция 
для которого оказалась максимальной. Этот орга-
низм оказался единственным из трех вышеупомя-
нутых, для которого до настоящего времени не было 
проведено полногеномного секвенирования.

Поскольку дрожжевой экстракт  – сложный 
субстрат, включающий в  себя смесь пептидов 
и индивидуальных аминокислот, и работа с ним 
не  позволяет составлять балансовые уравнения 
и метаболические схемы, а также проводить не-
которые аналитические определения, ключевыми 
модельными субстратами для наших целей стали 
аминокислоты. Так как необходимо различать 
сбраживание аминокислот и их окисление в паре 
с  внешним акцептором электронов, необходи-
мо было оценить способность к росту A. sibiricum 
на индивидуальных аминокислотах.

Основные характеристики  
генома Anoxynatronum sibiricum Z-7981Т

C использованием платформы фирмы Illumina 
мы получили драфт-геном Anoxynatronum sibiricum 
Z-7981Т. Микроорганизм имеет геном размером 
около 3.9 млн. нуклеотидных оснований. Содер-
жание ГЦ пар в ДНК составляет 48.47%. В гено-
ме содержится 10 оперонов рибосомных генов 
(16S‒23S‒5S), 3500 белок-кодирующих генов 
и 50 генов, кодирующих тРНК. Ближайшим до-
ступным в  GTDB геномом к  рассматриваемому 
оказался геном Anoxynatronum sp. (Clostridiaceae 
bacterium, GCA_011390155.1) со средней идентич-
ностью полного генома на нуклеотидном уровне 
(ANI) 91.73%, что соответствует отдельному виду. 
Геном A. sibiricum Z-7981Т депонирован в  базе 
GenBank под номером JBCITM000000000.

Катаболическое использование аминокислот  
без бетаина

Ранее было показано, что A. sibiricum спосо-
бен сбраживать глутамат и цистеин (Garnova et al., 
2003). При тестировании всех 20 протеиногенных 

Таблица 1. Влияние бетаина на рост культур

Микроорганизм
ΔОП600 Коэффициент  

стимуляции ростаДрожжевой 
экстракт

Дрожжевой  
экстракт + бетаин

Anoxynatronum sibiricum Z-7981T 0.07 0.23 3.3
Alkaliphilus peptidifermentans Z-7036T 0.06 0.19 3.2
Natronincola peptidivorans Z-7031T 0.05 0.15 3.0

Примечание. Символ Δ означает разницу между начальным и конечным значениями ОП. Коэффициент стимуляции роста 
рассчитан как частное от деления ΔОП в присутствии и в отсутствие бетаина.
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аминокислот нами дополнительно был обнару-
жен рост на серине, треонине, лизине, аргинине 
и аспартате. Конечные продукты распада аминокис-
лот, а также балансы по углероду показаны в табл. 2.

Основными продуктами сбраживания ами-
нокислот являлись короткоцепочечные летучие 
жирные кислоты и аммиак. Рост на треонине сопро-
вождался появлением в культуральной жидкости не-
идентифицированной нелетучей органической кис-
лоты, отличной от лактата или сукцината. Состав 
летучих жирных кислот варьировал в зависимости 
от аминокислоты. В большинстве случаев основным 
продуктом был ацетат, в меньших количествах об-
разовывались формиат, пропионат и бутират. Ис-
ключением оказался глутамат, при использовании 
которого преобладали формиат и пропионат. Кро-
ме того, он оказался единственной аминокислотой, 
при сбраживании которой концентрация формиа-
та превышала концентрацию ацетата. Заниженное 
значение углеродного баланса при росте на аспар-
тате и глутамате было связано с образованием не-
учтенной углекислоты, количественное измерение 
которой невозможно в карбонатных средах. Баланс 
по  углероду подтвержден тремя независимыми 
экспериментами.

Количества образовавшегося аммиака были 
пропорциональны количествам потребленной 
аминокислоты и  соответствовали правилу  – 
из одной аминогруппы образуется одна молекула 
аммиака. Таким образом, из одной молекулы се-
рина, треонина, аспартата и глутамата образуется 
по одной молекуле аммиака, а из лизина – две. 
Исключением оказался аргинин, в случае которо-
го из четырех атомов азота, входящих в состав мо-
лекулы, образовывалось только две молекулы ам-
миака. По-видимому, оставшиеся два атома азота 
переходят в мочевину, что согласуется с предпо-
лагаемой схемой катаболизма аргинина, постро-
енной на основании геномных данных (см. ниже). 
Количественная оценка мочевины в  карбонат-
ных средах с  высокими значениями рН  невоз-
можна из-за ее спонтанного образования из ам-
миака и углекислоты, поэтому из-за подвижного 

химического равновесия разделить биогенную 
и абиогенную мочевину оказалось невозможным.

Нейтральные аминокислоты – треонин и серин. 
В геноме A sibiricum Z-7981T обнаружены гены, ко-
дирующие ферменты всех четырех известных путей 
метаболизма треонина. Они включают треониндеги-
дрогеназу, треонинальдолазу, треонинаммонийлиазу 
и треонинкиназу (рис. 1а).

Катаболическое разложение треонина у штамма 
инициируют треониндегидрогеназа и треониналь-
долаза с образованием в качестве промежуточных 
продуктов, соответственно, только глицина (трео-
ниндегидрогеназный путь) или глицина в сочета-
нии с ацетальдегидом (треонинальдолазный путь). 
Глицин трансформируется глицингидроксиметил-
трансферазой в серин, который далее преобразуется 
через пируват в ацетат по известной схеме. Помимо 
классической L-серинаммонийлиазы, геном содер-
жит также D-серинаммонийлиазу. При внесении 
D,L-серина функционируют оба вида лиазы, что 
подтверждается полным исчезновением аминокис-
лоты-рацемата в конце роста. Превращение пиру-
вата в ацетил-КоА является энергодающим и осу-
ществляется посредством пируватсинтазы (por), со-
пряженной через ферредоксин с Rnf-комплексом, 
кодируемым опероном rnfCDGEAB. Геном штамма 
содержит Rnf-кластер второго типа, характерный 
для видов Clostridium, Alkaliphilus, Thermanaerobacter 
и Ruminococcus (Biegel et al., 2011). Похожим спосо-
бом, возможно, протекает и окисление ацетальде-
гида до ацетата, так как геном содержит пять ко-
пий гена aor, кодирующего альдегид ферредоксин 
оксидоредуктазу.

Помимо ацетата среди продуктов брожения сери-
на и треонина был обнаружен формиат, тогда как во-
дород отсутствовал (табл. 2). Образование формиата 
вызывается, по-видимому, обратным действием фор-
миатдегидрогеназ (ФДГ). В геноме штамма найдены 
гены, кодирующие три вида ФДГ – ферредоксин-
связанную ФДГ (fdhF2, ЕС 1.17.1.11), ФДГ-О (fdh-O, 
ЕС 1.17.1.9) и F420-связанную ФДГ (ЕС 1.17.98.3). 
Подобно Rnf-комплексу, ферредоксин-связанная 
ФДГ относится к группе ферментных комплексов 

Таблица 2. Сбраживание индивидуальных аминокислот A. sibiricum Z-7981T

АК Формиат Ацетат Пропио-
нат Бутират ΔАК

Баланс 
по углеро-

ду, %
ΔNH3

ΔNH3/
ΔАК

Серин 3.9 9.7 0 0.8 9.7 92 11.7 1.2
Треонин 1.5 17.8 0.3 0 10.0 94 11.2 1.1
Аспартат 0.8 4.9 4.6 0 9.1 67 8.9 1.0
Глутамат 5.0 1.9 5.0 2.1 9.1 70 8.7 1.0
Лизин 1.6 9.2 0.4 3.4 6.5 89 12.2 1.9
Аргинин 1.7 11.8 2.0 1.5 7.6 81 14.5 1.9

Примечание. АК – аминокислота. Все концентрации даны в мМ.
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с бифуркацией электронов, и, конкретно для ФДГ 
комплекса, отнесение его к этой группе было впер-
вые показано у Gottschalkia (Clostridium) acidurici, где 
он кодируется генным кластером hylCBA-fdhF2 (Wang 
et al., 2013). Из генов гидрогеназного комплекса, ча-
сто работающих в связке с ФДГ, в геноме имеется 
лишь hndB, возможно, поэтому A. sibiricum не об-
разует водород. ФДГ-О работает как одна из ФДГ 
у E. coli и других аэробных и факультативно анаэ-
робных организмов, где она отвечает за утилизацию 
формиата как донора электронов при анаэробном 
росте (Wang, Gunsalus, 2003). Сведения об участии 
ФДГ-О в образовании формиата в литературе от-
сутствуют. Анализ генома A. sibiricum не  выявил 
ген, кодирующий коэнзим F420, однако на основе 
драфт-генома нельзя сделать однозначный вывод 
об отсутствии F420 и невозможности функциони-
рования F420-связанной ФДГ.

A. sibiricum при росте на  треонине образует 
только следовые количества пропионата (табл. 2). 

При поиске генов, ответственных за превраще-
ние пропионил-КоА в пропионат (треонинаммо-
нийлиазный путь), удалось выявить только ген 
pct, кодирующий пропионат-КоА-трансферазу 
(ЕС 2.8.3.1). Это характерный фермент акри-
латного пути образования пропионата у некото-
рых пропионатобразующих клостридий (Hetzel 
et al., 2003), однако других ферментов этого пути 
у A. sibiricum не обнаружено. Значимые количе-
ства пропионата штамм Z-7981T образует толь-
ко при росте на аргинине, аспартате и глутамате 
(табл. 2). Механизмы такой регуляции неизвест-
ны. Мы предполагаем, что при росте на треонине 
образующийся пропионил-КоА, возможно, идет 
на  анаболические цели. Роль треонинкиназы, 
кодируемой pduX, также анаболическая. Показа-
но ее участие в биосинтезе аденозилкобаламина 
(Fan, Bobik, 2008).

Кислые аминокислоты – глутамат и аспартат. 
Для разложения глутамата A. sibiricum Z-7981Tимеет 

Рис. 1. Предлагаемая метаболическая схема разложения треонина и серина A. sibiricum Z-7981T: а – без бетаина; б – 
с бетаином. BRC – бетаинредуктазный комплекс. Субстраты и продукты выделены жирным шрифтом. Обозначения 
генов и соответствующих ферментов даны в табл. S2 (дополнительные материалы).
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оба типа глутаматдегидрогеназ – НАД+- и НАДФ+- 
зависимые (рис. 2а).

Окисление образующегося 2-оксоглутарата 
до сукцинил-КоА, подобно пирувату, также сопря-
жено с Rnf-комплексом, но в данном случае най-
ден четырехсубъединичный ферментный комплекс 
2-оксокислоты ферредоксин оксидоредуктазы, ко-
дируемый опероном korDABC. В геноме A. sibiricum 
Z-7981T он представлен тремя копиями. Из пяти 
известных путей разложения глутамата (Buckel, 
2001) геном штамма Z-7981T имеет гены только 
4-аминобутиратного пути, проходящего через сук-
цинил-КоА, сукцинат полуальдегид и далее до кро-
тонил-КоА (рис. 2а), хотя и без вовлечения самого 
4-аминобутирата. Все гены этого пути в геноме со-
браны в один кластер. Трансформация кротонил-
КоА в бутирил-КоА осуществляется тетрамерным 
комплексом бутирил-КоА-дегидрогеназы с  ФАД 
(EtfAB-Bcd), также сопряженной с Rnf-комплексом 
(Buckel, 2021). Совместная работа двух комплексов 
позволяет получить дополнительно по 0.5  моль 
АТФ на  каждую молекулу затраченного крото-
нил-КоА. На  конечной стадии из  бутирил-КоА 

образуется бутират по механизму, сходному с об-
разованием ацетата из ацетил-КоА (рис. 1а). Бути-
ратный цикл (Buckel, 2021) у штамма Z-7981T не-
замкнут, так как в геноме нет гена, кодирующего 
бутирил-КоА-трансферазу (ЕС 2.8.3.8). Остается не-
ясным образование ацетата при росте на глутамате, 
поскольку часто встречающийся метиласпартатный 
путь образования ацетата у анаэробов, использую-
щих глутамат (Buckel 2021), у штамма Z-7981T от-
сутствует. Мы предполагаем, что часть образован-
ного кротонил-КоА через ацетоацетил-КоА идет 
на образование ацетата в процессе, обратном об-
разованию кротонил-КоА из пирувата у микроор-
ганизмов, обладающих метиласпартатным путем. 
Однако это предположение нуждается в проверке. 
Часть сукцинил-КоА расходуется на образование 
пропионата. Трансформацию до пропионил-КоА 
осуществляет метилмалонил-КоА-декарбоксилаз-
ный мультиферментный комплекс, кодируемый 
генным кластером mmdADCB. Комплекс генери-
рует трансмембранный градиент натрия для запа-
сания энергии через Na+-зависимую АТФазу. По-
добно действию EtfAB-Bcd комплекса, образование 

Рис. 2. Предлагаемая метаболическая схема разложения глутамата A. sibiricum Z-7981T: а – без бетаина; б – с бетаи-
ном. Субстраты и продукты выделены жирным шрифтом. Обозначения генов и соответствующих ферментов даны 
в табл. S2 (дополнительные материалы).
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пропионата также дает энергетический выход 
0.5 моль АТФ на 1 моль субстрата (Buckel, 2021).

Анализ генов, кодирующих ферменты, которые 
участвуют в разложении аспартата, показал наличие 
у A. sibiricum цикла трикарбоновых кислот с неболь-
шими вариациями ферментов цикла (рис. 3).

В частности, конверсия изоцитрата в 2-оксо-
глутарат осуществляется изоцитратдегидрогеназой 
(ЕС 1.1.1.41), характерной для эукариот. Превра-
щение сукцинил-КоА в сукцинат проводит сукци-
нил-КоА: ацетат КoA-трансфераза, впервые найден-
ная у Acetobacter aceti (Mullins et al., 2008). В геноме 
A. sibiricum обнаружены все три известных фермента 
включения аспартата в цикл: аспартатаммонийлиаза, 
аспартаттрансаминаза и L-аспартатоксидаза, а так-
же, помимо них, аспартаткиназа (ЕС 2.7.2.4), от-
ветственная за биосинтез некоторых аминокислот. 
Примечательно, что несмотря на присутствие в ци-
кле сукцинил-КоА, при использовании аспартата 
образуется только пропионат, а не смесь пропио-
ната и бутирата, как в случае с глутаматом (табл. 2, 
рис. 2а). Ацетат образуется из пирувата, как пока-
зано для серина и треонина (рис. 1а).

Основные аминокислоты  – лизин и  аргинин. 
Анализ генома A. sibiricum Z-7981T обнаружил все 
гены, кодирующие ферменты известного пути де-
градации лизина (Kreymeier et al., 2007). Рекон-
струированная схема представлена на рис. 4а.

Первые четыре гена (kamA, kamD, kamE, kdd), 
наряду с генами, кодирующими белки с неизвест-
ными функциями, собраны в кластер, характерный 
для представителей Fusobacterium, Thermoanaerobac-
ter, Alkaliphilus и Clostridium (Kreymeier et al., 2007). 
В  результате последовательной работы соответ-
ствующих ферментов, кодируемых этим кластером, 
из лизина удаляется одна молекула аммиака, а сам 
он превращается в 5-амино-3-оксогексаноат. Да-
лее фермент EC 2.3.1.247 (дополнительные матери-
алы, табл. S2), характерный только для организмов, 
использующих лизин, расщепляет образовавшийся 
5-амино-3-оксогексаноат на 3-аминобутирил-КоА 
и ацетоацетат. Процесс протекает с одновременным 
присоединением ацетил-КоА. 3-аминобутирил-КоА 
деаминируется в кротонил-КоА аммонийлиазой, ко-
дируемой геном kal, а затем восстанавливается до бу-
тирил-КоА посредством комплекса EtfAB-Bcd, как 
в случае глутамата. Однако, в отличие от глутамата, 
бутират здесь образуется за счет действия двухсубъ-
единичной бутират-ацетоацетат-КоА-трансферазы.

При анализе путей метаболизма аргинина было 
обнаружено, что в геноме штамма Z-7981T имеют-
ся все четыре гена, кодирующие ферменты цикла 
мочевины: argH, rocF, OTC, argG (рис. 5).

Катаболический распад аргинина происходит, 
скорее всего, по аргиназному пути с отщеплением 
мочевины и последующим образованием орнити-
на, так как генов, кодирующих другие пути распада 
аргинина (ADI, ASТ, аргининтрансаминазный и ар-
гининдекарбоксилазный), не найдено (Cunin et al., 
1986). Известно, что у некоторых анаэробов дальней-
шая деградация орнитина протекает через внутрен-
нюю реакцию Стикленда, где в конце окислительной 
ветви образуется аланин, а в конце восстановитель-
ной – 5-аминовалерат (Fonknechten et al., 2009), при-
чем эти продукты выделяются в среду. Однако мы не 
обнаружили их в культуральной жидкости штамма 
Z-7981T. Более того, в геноме отсутствовал ген prdF, 
кодирующий пролинрацемазу (ЕС 5.1.1.4), необхо-
димую для работы D-пролинредуктазы – конечного 
фермента восстановительной ветви. Примечательно, 
что в геноме также отсутствовал и ген ODC, кодиру-
ющий орнитиндекарбоксилазу (EC 4.1.1.17) (декар-
боксилазный путь), следовательно, организм разла-
гает орнитин по другому пути.

Совместное использование аминокислот 
и  бетаина в  реакции Стикленда

Задачей следующего эксперимента было опре-
делить, влияет ли  внесение бетаина на  рост 
A. sibiricum с  каждой из 20 протеиногенных 

Рис. 3. Предлагаемая метаболическая схема разложе-
ния аспартата A. sibiricum Z-7981T. Субстраты и про-
дукты выделены жирным шрифтом. Обозначения 
генов и соответствующих ферментов даны в табл. S2 
(дополнительные материалы).
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аминокислот. Найдено, что на всех аминокисло-
тах, рассмотренных в предыдущем разделе, наблю-
далась стимуляция роста (табл. 3).

Кроме того, в паре с бетаином были выявле-
ны и другие аминокислоты, рост на которых в его 
отсутствие обнаружен не был, а именно аланин, 

Рис. 4. Предлагаемая метаболическая схема разложения лизина A. sibiricum Z-7981T: а – без бетаина; б – с бетаином. 
Субстраты и продукты выделены жирным шрифтом. Обозначения генов и соответствующих ферментов даны в табл. 
S2 (дополнительные материалы).

Рис. 5. Цикл мочевины при разложении аргинина A. sibiricum Z-7981T. Субстраты и продукты выделены жирным 
шрифтом. Обозначения генов и соответствующих ферментов даны в табл. S2 (дополнительные материалы).
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лейцин, изолейцин, валин, фенилаланин и метио-
нин. Стехиометрические соотношения, полученные 
для каждой пары аминокислота + бетаин, и образу-
ющиеся из них продукты показаны в табл. 4.

Общими для всех аминокислот продуктами 
являлись аммиак и  ацетат, а  также триметила-
мин как продукт восстановления бетаина. Кроме 
того, отмечено образование продуктов деграда-
ции, специфичных для некоторых аминокислот: 
изовалерата из лейцина, 2-метилбутирата из изо-
лейцина, изобутирата из  валина, фенилацетата 
из фенилаланина, пропионата из глутамата. При 
росте на треонине и метионине обнаружены неле-
тучие органические кислоты, которые не удалось 
идентифицировать.

Анализ генома показал наличие у  штам-
ма Z-7981T транспортной системы для бетаина 
(opuD), а также трехкомпонентного глицин/сар-
козин/бетаинредуктазного комплекса АВС, со-
пряженного с  тиоредоксин восстановительной 
системой (Andreesen, 2004). Субстратная специ
фичность комплекса определяется двухсубъеди-
ничным компонентом В, при этом геном содер-
жит гены, кодирующие только глицин – (grdEB, 
EC 1.21.4.2) и бетаин- (grdIH, EC 1.21.4.4) редук-
тазу. Совместно с ацетаткиназой комплекс рас-
щепляет бетаин на ацетат и триметиламин (ТМА) 
в стехиометрическом отношении 1 : 1 (рис. 6):

	 Бетаин + 2[H] = Ацетат + ТМА	

Таблица 3. Стимуляция роста A. sibiricum Z-7981T бетаином

Аминокислота ΔОП600 Коэффициент стимуляции роста– бетаин + бетаин
Серин 0.05 0.11 2.2
Треонин 0.14 0.18 1.3
Аспартат 0.07 0.12 1.7
Глутамат 0.09 0.14 1.6
Лизин 0.08 0.16 2.0
Аргинин 0.08 0.11 1.4

Таблица 4. Аминокислоты, бетаин и продукты, измеренные в конце роста A. sibiricum Z-7981T, и количественные 
соотношения между ними 

ΔАК ΔБет ΔБет/ΔАК ΔNH3 ΔNH3/ΔАК ТМА ТМА/ΔБет Ацетат ДП ДП/ΔАК
Ser+Бет 11.5 11.7 1.0 11.7 1.0 10.6 0.9 21.9 – –
Thr+Бет 10.8 11.6 1.1 11.4 1.1 10.6 0.9 29.5 X –

Glu+Бет 9.9 17.6 1.8 9.9 1.0 14.6 0.8 17.5 Пропионат 
8.7 0.9

Asp+Бет 10.0 19.2 1.9 9.1 0.9 20.8 1.1 30.0 – –

Lys+Бет 8.7 17.7 2.0 16.5 1.9 18.6 1.1 43.5 Следы 
бутирата –

Arg+Бет 9.9 18.8 1.9 19.1 1.9 17.1 0.9 35.6 Следы 
пропионата –

Ala+Бет 10.9 20.2 1.9 11.2 1.0 15.8 0.8 31.8 – –

Leu+Бет 7.9 15.4 2.0 8.0 1.0 16.8 1.1 17.2 Изовалерат 
7.5 1.0

Ile+Бет 4.9 10.6 2.1 4.4 0.9 10.8 1.0 12.0 2-Метилбу-
тират 5.0 1.0

Val+Бет 5.4 11.4 2.1 4.7 0.9 10.8 1.0 13.2 Изобутират 
4.7 0.9

Phe+Бет 7.4 15.5 2.1 8.0 1.1 14.5 0.9 17.1 Фенилаце-
тат 7.3 1.0

Met+Бет 8.0 16.7 2.1 7.3 0.9 15.4 0.9 18.1 Х –

Примечание. Х – неидентифицированный продукт.
Обозначения: Бет – бетаин; АК – аминокислота; ТМА – триметиламин; ДП – другой продукт, отличный от ТМА и аце-
тата. Все концентрации даны в мМ.
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Восстановительные эквиваленты для этой реак-
ции поступают на тиоредоксин из цепи окисления 
аминокислоты. Именно в местах их образования 
происходит сопряжение с бетаинредуктазным ком-
плексом. Изменение потока электронов, связанное 
с  включением бетаина в  метаболизм, приводит 
к изменению состава продуктов (табл. 2). В част-
ности, это проявилось в отсутствии формиата и бу-
тирата (табл. 4).

Несмотря на то, что реакция Стикленда была 
открыта 90 лет назад (Stickland, 1934), подробные 
энзиматические исследования, касающиеся сопря-
жения окислительной и восстановительной ветвей 
реакции, выполнены лишь для некоторых амино-
кислот. Общая метаболическая схема распада ала-
нина, лейцина, изолейцина, валина и фенилаланина 
в присутствии бетаина, построенная на основании 
литературных данных и подтвержденная анализом 
генома A. sibiricum Z-7981T, показана на рис. 6.

Из схемы видно, что восстановительные эк-
виваленты поступают к бетаину из двух участков 
цепи окисления, а именно на этапе деаминирова-
ния аминокислоты до 2-оксокислоты через глута-
матдегидрогеназу и на этапе превращения 2-оксо-
кислоты в соответствующий ацил-КоА через фер-
редоксин-зависимые оксидоредуктазы семейства 
OFOR (ЕС 1.2.7.-), гены которых найдены в ге-
номе. В первом случае сопряжение производится 
посредством трансаминазы разветвленных амино-
кислот (ЕС 2.6.1.42), которая, несмотря на назва-
ние, отличается широкой субстратной специфич-
ностью и  работает не  только с  разветвленными 
аминокислотами, но и, в частности, с метионином 
(Bezsudnova et  al., 2017). На  втором участке со-
пряжения КоА-производные органических кис-
лот подвергаются гидролизу с образованием соот-
ветствующих кислот, обозначенных в табл. 4 как 

“другой продукт”. Мы предполагаем, что распад 
метионина также протекает в соответствии со схе-
мой, показанной на рис. 6. В таком случае неи-
дентифицированным продуктом роста A. sibiricum 
на метионине с бетаином может являться 3-(ме-
тилтио)пропионат. Образование сульфида и ме-
тантиола, характерных для альтернативных путей 
разложения метионина, не обнаружено.

Во всех указанных случаях на окисление одной 
молекулы аминокислоты расходуется две молекулы 
бетаина, что подтверждается нашими эксперимен-
тальными данными (табл. 4). Такая же стехиоме-
трия была продемонстрирована и в самом первом 
сообщении об использовании бетаина как акцеп-
тора электронов в реакции Стикленда (Naumann 
et al., 1983):

	 R‒CH(NH2)‒COOH + 2 Бетаин + 2 H2О →  
→ 2 Ацетат + 2 ТМА + CO2 + NH3 + R‒COOH,

где R – СН3 для аланина, а для лейцина, изолей-
цина, валина, фенилаланина – структуры, соответ-
ствующие каждой аминокислоте.

В катаболическом пути распада серина и трео-
нина восстановительные эквиваленты образуются 
только на этапе превращения пирувата в ацетил-
КоА (рис. 1а), поэтому для этих аминокислот мо-
лярное соотношение с бетаином должно быть 1 : 
1 (табл. 4). Для серина это показано ранее на при-
мере H. salinarius (Mouné et al., 1999), для треонина 
литературных данных нет.

	 Cерин + Бетаин + H2О → 2 Ацетат + ТМА + 	  
+ CO2 + NH3

	 Треонин + Бетаин + 2 [H] + H2О → 3 Ацетат +	   
+ ТМА + NH3

Рис. 6. Предлагаемая метаболическая схема разложения аланина, лейцина, изолейцина, валина, фенилаланина и ме-
тионина в присутствии бетаина для A. sibiricum Z-7981T. Субстраты и продукты выделены жирным шрифтом. Обо-
значения генов и соответствующих ферментов даны в табл. S2 (дополнительные материалы).
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В соответствии со схемой (рис. 1б), восстанови-
тельные эквиваленты, которые в случае отсутствия 
внешнего акцептора электронов идут на образова-
ние формиата, при наличии бетаина поступают 
на его восстановление, что приводит к отсутствию 
формиата среди продуктов. Неидентифицирован-
ный продукт, образующийся при росте на треони-
не с бетаином, скорее всего, не связан с участками 
образования восстановительных эквивалентов, так 
как его концентрация не зависела от наличия или 
отсутствия бетаина. В связи с этим в уравнении реак-
ции он не учитывается.

Для остальных аминокислот молярное соотно-
шение с бетаином оказалось равным 1 : 2 (табл. 4):

Аспартат + 2 Бетаин + 2 H2О → 3 Ацетат +  
+ 2 ТМА + 2 CO2 + NH3

Глутамат + 2 Бетаин + 2 H2О → 2 Ацетат +  
+ Пропионат + 2 ТМА + 2 CO2 + NH3

Лизин + 2 Бетаин + 4 H2О → 5 Ацетат +  
+ 2 ТМА + 2 NH3

Аргинин + 2 Бетаин + 5 H2О → 4 Ацетат +  
+ 2 ТМА + 2 NH3 + Мочевина + CO2 + 2 [H]

Учитывая места сопряжения бетаинредуктазно-
го комплекса для хорошо изученных разветвлен-
ных аминокислот (рис. 6), а также изменившийся 
состав продуктов, можно предложить схему сопря-
жения для глутамата (рис. 2б) и лизина (рис. 4б), 
сведения о которых в литературе практически от-
сутствуют. При росте с глутаматом этот комплекс 
присоединяется на двух окислительных этапах – де-
аминирования глутамата до 2-оксоглутарата и де-
карбоксилирования 2-оксоглутарата посредством 
Rnf-комплекса до сукцинил-КоА. В случае лизи-
на присоединение бетаинредуктазного комплекса 
также происходит на двух этапах – окислитель-
ного деаминирования 3,5-диаминогексаноата до 
5-амино-3-оксогексаноата и трансформации 3-ги-
дроксибутирил-КоА в ацетоацетил-КоА. В схеме 
разложения аспартата (рис. 3) имеется несколько 
участков возможного сопряжения, к которым тео-
ретически может присоединяться бетаинредуктаз-
ный комплекс, и какие два из них задействованы 
фактически, на основании наших данных сказать 
невозможно. Также остались неясными места со-
пряжения и для аргинина, поскольку в цикле мо-
чевины отсутствуют места образования восста-
новительных эквивалентов, а  дальнейший путь 
разложения орнитина в нашем случае неизвестен 
(рис. 5). Для этих аминокислот требуются углуб
ленные энзиматические исследования.

Таким образом, на  основании полученных 
данных мы  предполагаем, что основным спо-
собом утилизации бетаина микроорганизмами 

из содовых озер является его использование в ка-
честве акцептора электронов в паре с органиче-
скими веществами-донорами, в частности, с ами-
нокислотами. За счет этого становится возмож-
ным сопряжение различных путей деградации 
веществ. В  данной работе продемонстрирована 
совместная утилизация бетаина, одного из важ-
нейших осморегуляторов, с  метаболитами про-
теолитического пути деструкции биополимеров 
клетки. Кроме того, образующийся при восста-
новлении бетаина триметиламин, включаясь да-
лее в  трофическую цепь, дает начало метило-
трофному метаногенезу  – одному из  ключевых 
терминальных анаэробных процессов деградации 
органических веществ в содовых озерах.

Присутствие акцептора расширило метабо-
лические возможности организма. У A. sibiricum 
рост без бетаина был возможен только на серине, 
треонине, аспартате, глутамате, лизине и арги-
нине, тогда как в его присутствии этот список 
дополнился аланином, лейцином, изолейцином, 
валином, фенилаланином и метионином, не ис-
пользующимися индивидуально. Также обнаруже-
но, что совместное использование аминокислоты 
с бетаином привело к изменению состава продук-
тов обмена A. sibiricum. Это связано с перенаправ-
лением потока электронов при включении бетаина 
в биохимические цепи в местах образования вос-
становительных эквивалентов.

Данные полногеномного секвенирования по-
зволили составить метаболические схемы разло-
жения аминокислот в присутствии и в отсутствие 
бетаина. В большинстве случаев предложены места 
включения бетаинредуктазного комплекса в мета-
болизм аминокислот у A. sibiricum. Схемы, состав-
ленные с участием этого комплекса, подтверждены 
стехиометрическими параметрами, полученными 
из  ростовых экспериментов, причем такие схе-
мы и уравнения для треонина, глутамата и лизи-
на в литературе отсутствуют и предложены нами 
впервые. Данная работа расширяет представления 
о трофических цепях с участием бетаина.
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EXPERIMENTAL ARTICLES

Genome Analysis and Reconstruction of Metabolic Pathways  
of Amino Acids and Betaine Degradation  

in the Haloalkaliphilic Bacteria Anoxynatronum sibiricum

E. N. Detkova1, Yu. V. Boltyanskaya1, N. V. Pimenov1, A. V. Mardanov2, V. V. Kevbrin1, *
1S. N. Winogradsky Institute of Microbiology, FRC “Fundamentals of Biotechnology” of the RAS,  

Moscow, 119071, Russia
2K. G. Skryabin Institute of Bioengineering, FRC “Fundamentals of Biotechnology” of the RAS,  

Moscow, 119071, Russia
*e-mail: kevbrin@inmi.ru

The genome of the haloalkaliphilic anaerobic microorganism Anoxynatronum sibiricum Z-7981T isolated 
earlier from the Nizhneye Beloye soda lake (Republic of Buryatia, Russia) was analyzed. The ability 
of the organism to use betaine as an electron acceptor in the Stickland reaction was revealed. The 
introduction of betaine into the medium not only stimulated growth on amino acids used by A. sibiricum 
individually, but also allowed identifying additional amino acids, growth on which was not possible 
without the acceptor. Based on the genomic characteristics and experimental growth data, metabolic 
schemes of amino acid degradation in the presence and absence of betaine were proposed. Schemes 
for threonine, glutamate and lysine when used together with betaine were compiled for the first time. 
For all amino acids used, the qualitative and quantitative composition of the metabolic products was 
determined and the stoichiometric substrate/product ratios were obtained. Balance equations for the 
identified variants of the Stickland reaction, including those previously not described in the literature, 
have been compiled.

Keywords: betaine, amino acids, Stickland reaction, haloalkaliphiles, soda lakes, betaine reductase complex
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