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Среди актинобактерий, выделенных из муравьев Camponotus vagus, Formica cunicularia 
и Lasius niger, а также материала их гнезд и интактных почв, был проведен отбор штам-
мов, обладающих высокой целлюлазной активностью на среде с карбоксиметилцел- 
люлозой, с применением красителя Конго красный. Тестирование культуральных  
жидкостей исследуемых штаммов на среде с карбоксиметилцеллюлозой в сравнении 
с растворами коммерческого препарата целлюлазы позволило произвести также количе-
ственную оценку активности отдельных штаммов, которая была подтверждена методом 
измерения эндо-1,4-глюконазной активности по методу с 3,5-динитросалициловой кис-
лотой. Три наиболее активных штамма актинобактерий были выделены из муравьев 
Camponotus vagus, Lasius niger и Formica cunicularia и принадлежали к роду Streptomyces. 
Нуклеотидные последовательности генов 16S рРНК штаммов Streptomyces sp. Fu2, 
Streptomyces sp. Ln9, Streptomyces sp. Pe3 депонированы в GenBank под номерами 
MN227506, MN227508 и MG 705182 соответственно. Удельная эндоглюканазная 
и β-глюкозидазная активность данных штаммов соответствует таковой у целлюлозо- 
и лигнинразрушающих стрептомицетов, описанных в литературе.
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Целлюлоза – линейный полисахарид, состоя-
щий из глюкозных субъединиц, соединенных 
β-1,4-гликозидными связями, самый распростра-
ненный биополимер на Земле. Обилие и доступ-
ность делают ее привлекательным сырьем для про-
изводства многих биотехнологически ценных 
продуктов, биоразлагаемых полимерных материа-
лов, продуктов питания. Кроме того, учитывая  
современные тенденции на внедрение в произ- 
водство «возобновляемых источников энергии», 
все более актуальным является использование цел-
люлозы для получения биотоплива [1]. К сожале-
нию, в большинстве случаев основная часть цел-
люлозосодержащих отходов представляет собой 
сложную смесь целлюлозы с другими полимерами, 
балластными, а порой и токсичными примесями, 
что крайне затрудняет их переработку. Поэтому 
в большинстве случаев происходит утилизация та-
ких отходов путем сжигания, что, помимо утраты 
перспективного сырья, приводит к увеличению 
концентрации парниковых газов и другим негатив-
ным последствиям для биосферы [2]. Решение дан-
ной задачи лежит в области биотехнологии, а перво-
очередной задачей является солюбилизация, 
расщепление целлюлозы до регулярных олигосаха-
ридов, пригодных для дальнейшей переработки.

Биологическое разложение целлюлозы осу-
ществляется комплексом целлюлаз, включающим, 
главным образом, эндоглюконазы (КФ 3.2.1.4) 
и экзоглюконазы (КФ 3.2.1.91), а также целлобиа-
зы (КФ 3.2.1.21). Для полного гидролиза природ-
ной целлюлозы до биодоступных мономеров  
необходим синергизм между всеми этими группа-
ми ферментов [1, 3]. Промышленно производятся 
и активно используются в различных отраслях 
целлюлазы, продуцируемые микроскопическими 
грибами, в основном представителями родов 
Aspergillus и Trichoderma. Однако целлюлазные си-
стемы ряда прокариот имеют свои уникальные 
особенности и могут обладать рядом преимуществ 
для биотехнологии: особыми оптимумами актив-
ности, субстратной специфичностью, термоустой-
чивостью [3]. Целлюлолитическую активность  
не раз отмечали у представителей порядка 
Streptomycetales [4, 5–9] – главным образом, среди 
представителей рода Streptomyces. Стрептомице-
ты – наиболее многочисленная группа мицели-
альных прокариот в почвах, где они являются ве-
дущими агентами в разложении целлюлозы 
и других природных полимеров [4, 7, 8, 10–12]. 
С недавнего времени внимание исследователей 
привлекают ассоциации микроорганизмов с бес-
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позвоночными, питающимися древесиной или 
обитающими в ней, поскольку в таких сообще-
ствах могут обнаруживаться целлюлолитические 
микроорганизмы, развившие в результате коэво-
люции свойства, ценные для биотехнологии 
[2, 7–9, 13].

Несмотря на то, что многие исследователи  
обращались к теме поиска и выделения микро- 
организмов-целлюлолитиков [2, 8–11, 13, 14], 
в этой области по-прежнему много методологиче-
ских трудностей. Во-первых, природа целлюлозы 
сложна и гетерогенна, а во-вторых, работа с мице-
лиальными и медленно растущими формами про-
кариот делает выявление активных штаммов весь-
ма трудоемким. Поэтому отработка методик 
поиска, выделения и эффективного анализа  
целлюлолитической активности актинобактерий 
по-прежнему очень актуальна.

Перспективными локусами для поиска микро- 
организмов – активных продуцентов целлюлаз – 
могут являться гнезда черных муравьев-древоточ-
цев Camponotus vagus, которые ранее не станови-
лись объектом подобного исследования. Этот 
западно-палеоарктический вид муравьев встреча-
ется по всей южной и средней Европе, на Украи-
не, в южных областях России, на Кавказе и севе-
ро-западе Африки. Муравьи-дендробионты 
C. vagus предпочитают негустые лиственные 
и смешанные леса, сосновые боры, опушки, вы-
рубки, где прогрызают ходы и камеры в сухой дре-
весине [15]. В ходе жизнедеятельности эти мура-
вьи постоянно контактируют как с отмершей 
древесиной, так и с почвой и, таким образом, мо-
гут создавать условия для отбора из окружающей 
среды штаммов микроорганизмов с заметной  
целлюлолитической активностью.

Целью настоящей работы является оценка 
перспективности природных локусов, связанных 
с муравьями C. vagus, с точки зрения выделения 
штаммов актинобактерий, обладающих целлю- 
лозоразрушающей активностью. Кроме того, в за-
дачи исследования входит оптимизация методик 
по выделению и отбору наиболее активных штам-
мов мицелиальных прокариот.

В конечном счете, расширение круга микро-
бов-продуцентов целлюлаз, используемых в про-
мышленности, может способствовать снижению 
стоимости ферментов для гидролиза растительной 
биомассы, что по-прежнему считается одной из 
основных задач достижения экономической целе-
сообразности в конверсии лигноцеллюлозы [1].

В предыдущих работах мы сообщали о том, 
что из муравьев Lasius niger и Formica cunicularia 
были выделены мицелиальные прокариоты, 
в большинстве своем принадлежащие к роду 
Streptomyces, многие из которых проявляли целлю-
лолитическую активность [17]. В данной работе 
мы описываем выделение мицелиальных прока-
риот, связанных с муравьями-древоточцами, 

а также представляем качественную и количе-
ственную оценку целлюлозоразрушающей спо-
собности у наиболее активных штаммов.

Материалы и методы исследования
Отбор образцов. Для исследования были  

выбраны два гнезда муравьев C. vagus: №1 – нахо-
дящееся в Брянской области (Суземский район, 
дер. Березовка, 52.440009 N, 34.126288 E) и №2 – 
в Рязанской области (Касимовский район, 
пос. Елатьма, 55.004116 N 41.740807 E). Для поис-
ка целлюлазноактивных актинобактерий были 
выбраны три типа субстратов: живые муравьи 
C. vagus, материал гнезда муравьев-древоточцев, 
представлявший собой древесину сосны разной 
степени разложенности с включениями мхов, ко-
пролитов личинок насекомых, перемешанных 
с почвой, а также фоновые почвы, находящиеся 
на расстоянии не менее чем в 10 м от гнезд. Отбор 
проб производился в летне-осенний период в 2014 
и 2015 гг. Образцы в стерильных крафтовых паке-
тах и контейнерах в максимально короткие сроки 
доставлялись в лабораторию.

Выделение мицелиальных прокариот. Для  
исследования из каждого гнезда отбирали пять 
взрослых особей C. vagus, усыпляли эфиром 
и каждую отдельно асептически истирали в ступке 
с песком (стерилизованном в автоклаве при 
121°C) и 20 мл стерильной воды в течение трех ми-
нут. Навески гнездового материала весом 0,2 г 
также помещали в 20 мл стерильной воды. Полу-
ченные суспензии взбалтывали на шейкере «Multi 
Reax» (Heidolph, ФРГ) 10 мин при 2000 об./мин, 
10-кратно разводили стерильной водопроводной 
водой и проводили посев на питательную среду 
с крахмалом (г/л): крахмал растворимый – 20, 
К2НРО4 – 0,5, MgSO4·7H2O – 0,5, KNO3 – 1, 
NaCl – 0,5, FeSO4 – 0,01, агар – 20; а также на 
среду с фильтровальной бумагой в качестве един-
ственного источника углерода (г/л): К2НРО4 – 1, 
CaCl2 – 0,2, MgSO4·7H2O – 0,3, NaCl – 0,1, 
FeCl3 – 0,01, NaNO3 – 2,5, агар – 20. Для подавле-
ния роста микромицетов и грамотрицательных 
бактерий в среды перед разливом добавляли  
нистатин (250 мкг/мл) и налидиксовую кислоту 
(10 мкг/мл) соответственно. Посевы инкубирова-
ли при 28°C в течение 2–3 нед.

Выросшие колонии мицелиальных прокариот 
просматривали, подсчитывали, выделяли в от-
дельные морфотипы согласно общности феноти-
пических признаков [16]. Филогенетическое по-
ложение представителей отдельных морфотипов 
проводили по схеме, изложенной ранее [17]. По-
следовательности фрагмента гена 16S рРНК, по-
лученные для представителей отдельных морфо-
типов, были депонированы в GenBank (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/); на их основе 
было построено филогенетическое дерево в про-
грамме MEGA X (https://www.megasoftware.net/).
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Качественная оценка общей целлюлазной ак-
тивности. Исследование общей целлюлазной  
активности проводилось как у только что выде-
ленных актинобактерий, так и у штаммов мицели-
альных прокариот, изолированных ранее из мура-
вьев L. niger и F. cunicularia [17] и хранящихся 
в 20%-ном глицерине при -70°C. Всего было  
исследовано 68 штаммов актинобактерий: 29 вы-
делены из почв, 14 – из гнезд и 12 – из муравьев 
C. vagus; 8 культур относились к муравьям L. niger 
и 5 – к муравьям F. cunicularia.

Все культуры актинобактерий были подвер-
гнуты исследованию на способность вырабаты-
вать внеклеточные целлюлазы. Для этого культу-
ры сеяли уколом на среду [13] следующего состава 
(на литр водопроводной воды): (NH4)2SO4 – 3,5 г; 
KH2PO4 – 1 г; Na2HPO4 – 4 г; NaC1 – 1,5 г; дрож-
жевой экстракт – 1 г; натриевая соль карбоксиме-
тилцеллюлозы (КМЦ; Akucell) – 10 г; Твин-80 – 
1 мл; биотин – 1 мг; тиамин – 1мг; агар – 20 г. 

Спустя 14 сут культивирования при 28°C  
чашки с выросшими колониями окрашивали 
0,1%-ным водным раствором красителя Конго 
красный (Sigma-Aldrich, США) в течение 15 мин, 
затем дважды по 10 мин промывали 1М раствором 
NaCl [18]. По обесцвеченным зонам вокруг коло-
ний судили о выделении внеклеточных целлюлаз. 
Сравнительную оценку целлюлазной активности 
изучаемых штаммов проводили на основе сопо-
ставления индекса разложения КМЦ ICMC (1):

= ,zone
CMC

colony

S
I

S  
(1)

где Szone – площадь осветленной зоны вокруг ко-
лонии штамма, мм2,

Scolony – площадь колонии изучаемого штам-
ма, мм2.

Для трех штаммов актинобактерий, характе-
ризовавшихся максимальными значениями ин-
декса ICMC, была проведена полуколичественная 
оценка активности культуральной жидкости по 
гидролизу КМЦ на чашках Петри, а также иссле-
дованы эндо-1,4-глюканазная и β-глюкозидазная 
(целлобиазная) активность.

Исследование активности культуральных жид-
костей штаммов актинобактерий. В ячейки 24-лу-
ночных планшетов (Corning, США) помещали по 
2 мл жидкой среды, содержащей КМЦ [13], и затем 
инокулировали споровыми суспензиями исследуе-
мых штаммов (250 мкл с концентрацией 106 кл/мл), 
приготовленными в стерильной воде с добавлени-
ем 0,06% Твин 80. Засеянные планшеты инкубиро-
вали на орбитальном шейкере Titramax 1000 
(Heidolph, ФРГ) при 275 об./мин в течение 7 сут 
при 28°C. Затем из каждой лунки отбирали аликво-
ты 1 мл, помещали в микроцентрифужные пробир-
ки объемом 1,5 мл и центрифугировали 5 мин при 
13 тыс.об./мин в настольной миницентрифуге 
MiniSpin (Eppendorf, ФРГ). Супернатант отбирали 

и использовали для количественного измерения 
активности внеклеточных целлюлаз.

В качестве положительного контроля целлю-
лазной активности использовали препарат целлю-
лазы (Sigma-Aldrich, C1184), полученный из 
Aspergillus niger (с активностью не менее 0,3 МЕ/мг, 
где за единицу (МЕ) принимают то количество 
фермента, которое освобождает один микромоль 
глюкозы при 37°C и рН 4,8 за 2 ч инкубации). Го-
товили серию последовательных разведений пре-
парата с активностью: 1, 0,1, 0,01, 0,001 и т.д.  
МЕ/мл в 100 мМ ацетат-аммонийном буфере 
(рН 4,8). На среду с КМЦ с соблюдением стериль-
ности устанавливали металлические полые ци-
линдрики («колодцы») диаметром 6 мм, в которые 
вносили по 100 мкл растворов препарата и культу-
ральных жидкостей изучаемых штаммов. После 
суточной инкубации при 28°C проводили окраши-
вания чашек Конго красным и определяли индекс 
разложения КМЦ, как описано выше. Строили 
калибровочную зависимость ICMC от активности 
коммерческого фермента и использовали ее для 
полуколичественной оценки целлюлазной актив-
ности изучаемых штаммов актинобактерий.

Для более точной количественной оценки 
эндо-1,4-глюканазной активности использовали 
метод измерения ферментативной активности цел-
люлаз по гидролизу КМЦ с определением высво-
бодившихся в ходе ферментативного гидролиза 
восстанавливающих сахаров с помощью 3,5-дини-
тросалициловой кислоты [4, 19]. В пробирку, со-
держащую 300 мкл раствора КМЦ (20 мг/мл) 
в 100 мМ ацетат-аммонийном буфере (рН 4,8), 
вносили 100 мкл супернатанта исследуемой культу-
ральной жидкости, интенсивно перемешивали 
и инкубировали в течение 60 мин при 40°C. Изме-
рения оптической плотности при 540 нм проводи-
ли на микропланшетном сканере Infinite 200F 
(Tecan, Швейцария). По полученным результатам 
оценивали эндо-1,4-глюканазную активность 
(в МЕ), принимая за единицу то количество фермен-
та, которое катализирует высвобождение 1 микромо-
ля глюкозы из КМЦ за минуту при 40°C и pH 4,8.

Для определения β-глюкозидазной активно-
сти выделенных штаммов актинобактерий ис-
пользовали суррогатный субстрат с ковалентно 
пришитой флуоресцентной меткой – 4-метилум-
беллиферил β-D-глюкопиранозид (Sigma Aldrich, 
США) [11]. Супернатанты культуральных жидко-
стей объемом 50 мкл помещали в ячейки 96-лу-
ночного планшета, в каждую лунку добавляли по 
100 мкл рабочего раствора флюоресцентного суб-
страта в ацетат-амонийном буферном растворе 
(pH 4,8) и инкубировали 30 мин при 37°C. Флуо-
ресценцию регистрировали в микропланшетном 
сканере Infinite 200F при длине волны возбужде-
ния 360 нм и эмиссии 465 нм.

За единицу β-глюкозидазной активности 
(МЕ) принимали то количество фермента, кото-
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рое катализирует высвобождение 1 микромоля 
4-метилумбеллиферила в минуту при 37°C 
и рН 4,8 [11]. Все данные по целлюлазной актив-
ности приводили в расчете на общее содержание 
белка, которое оценивали по методу Бредфорд 
[20], используя растворы бычьего сывороточного 
альбумина (Sigma-Aldrich, США) как стандарты.

Все анализы и измерения проводили в трехкрат-
ной повторности, результаты выражали в виде сред-
них значений с указанием доверительных интерва-
лов (определяемых через среднеквадратичное 
отклонение согласно распределению Стьюдента для 
малых выборок) при уровне значимости 0,05. Обра-
ботка результатов исследований и графическое 
представление материалов осуществлялись с ис-
пользованием программы Excel 10 (Microsoft Office).

Результаты и обсуждение
Все исследуемые штаммы мицелиальных про-

кариот были разделены на группы в зависимости 
от источника выделения (рис. 1) и исследованы на 
предмет способности расти и утилизировать КМЦ 
в качестве целлюлозного субстрата. Об уровне об-
щей целлюлазной активности судили по коэффи-
циенту разложения КМЦ (ICMC), причем при рас-
чете использовали соотношения площадей (1), 
а не ширину образовавшегося гало. Такой подход 
представляется более корректным, поскольку при 
росте на агаре и точечная, и крупная колонии мо-
гут образовать зону гидролиза одинаковой шири-
ны. Однако очевидно, что при прочих равных ко-
лония меньшей площади может обладать большей 
гидролитической активностью.

Исследование выделенных из разных источ-
ников штаммов актинобактерий на способность 
гидролизовать целлюлозный субстрат (КМЦ) по-
казало, что среди актинобактерий, выделенных из 
гнезд муравьев-древоточцев C. vagus, доля актив-
ных штаммов (ICMC ≥ 10) составляет 100% (рис. 1). 
Подобную целлюлазную активность продемон-

стрировала только половина штаммов, выделен-
ных непосредственно из муравьев-древоточцев 
(рис. 1). Примечательно, что штаммы актинобак-
терий, выделенных из интактных почв, представ-
ляли собой практически равномерные ряды от ак-
тивных до неактивных форм, в их числе были 
13 штаммов, которые не росли или не образовали 
зон гидролиза на среде с КМЦ, и соответственно 
не отражены на диаграмме. Среди актинобакте-
рий, выделенных из муравьев F. cunicularia и 
L. niger, доля активных разрушителей КМЦ была 
меньше 50%, однако среди них обнаружились 
наиболее активные изоляты (ICMC > 25) (рис. 1).

Основная часть актинобактерий, изученных 
в рамках данной работы, принадлежала к роду 
Streptomyces как к наиболее распространенному 
и многочисленному в большинстве природных ло-
кусов наземных экосистем. Тем не менее, даже без 
применения селективных приемов для выделения 
«редких таксонов», нами были изолированы  
представители родов: Amycolatopsis, Kribella, 
Micromonospora (рис. 2).

Для дальнейшего изучения целлюлазной  
активности были выбраны три штамма, проявив-
шие самую значительную активность на среде 
с КМЦ – Fu2, Ln9 и Pe3 (рис. 1). Все три изолята 
принадлежали к роду Streptomyces (табл. 1): штамм 
Ре3 выделен из муравьев C. vagus (гнездо №1), 
штаммы Fu2 и Ln9 выделены из взрослых рабочих 
особей F. cunicularia и L. niger соответственно [17].

Окраска агаризованной среды с КМЦ краси-
телем Конго красный позволяет визуально обна-
ружить штаммы, растущие на данной среде и спо-
собные расщеплять целлюлозу, за счет реакции 
образования комплекса между красителем и не-
гидролизованным полимером [2, 18]. В этом слу-
чае метод является качественным и характери- 
зуется высокой скоростью, производительностью 
и относительной дешевизной, позволяя одновре-
менно оценивать широкий круг штаммов. Ради-

Рис. 1. Целлюлазная активность актинобактерий (оцениваемая по ICMC – индексу разложения КМЦ), выделенных из различных 
местообитаний: из муравьев C. vagus, отобранных в Брянской (1) и Рязанской (4) области; материала их гнезд (2, 5); интактных 
почв (3, 6), а также штаммов, выделенных [17] из муравьев L. niger (7) и F. cunicularia (8).
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Рис. 2. Филогенетическое положение новых изолятов, выделенных из муравьев различных видов ( ), их гнезд () и интактных 
почв (), а также типовых штаммов известных видов, наиболее близких им генетически, на основании анализа последователь-
ностей фрагмента гена 16S рРНК (в скобках указаны номера доступа последовательностей в GenBank). Дерево построено мето-
дом присоединения соседей (neighbour-joining method). Эволюционные дистанции между последовательностями рассчитаны 
с использованием модели Тамуры-Ней (Tamura-Nei’s model). Указаны значения (выше 60%) бутстрэп-анализа для 1000 альтер-
нативных деревьев. Масштаб соответствует двум заменам на каждые 100 нуклеотидов. Штамм Bifidobacterium longum ATCC 15708 
выбран как референсный организм, не принадлежащий к филуму Actinobacteria.
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альная диффузия фермента в агаровую пластину 
позволяет легко определить границу его активно-
сти – за счет четкого различия окрашенной и нео-
крашенных зон. Поскольку диаметр зоны диффу-
зии фермента пропорционален логарифму его 
концентрации [18], данный метод также может 
быть использован для полуколичественной оцен-
ки целлюлолитической активности культуральных 
жидкостей изучаемых микроорганизмов. Необхо-
димым условием для такого исследования явля-
ется использование серии растворов коммерче-
ского препарата целлюлазы для построения 
калибровочной зависимости (рис. 3). Графическая 
оценка КМЦ-активности супернатантов штаммов 
Pe3, Ln9 и Fu2 по калибровочной прямой показала 
(рис. 3), что у изучаемых культуральных жидкостей 
значения активности предположительно лежат 
в пределах от 0,1 до 1 МЕ/мл соответствующей  
активности препарата целлюлазы Aspergillus niger.

Для более точной оценки целлюлолитической 
активности широко используется методика, со-

стоящая в измерении количества редуцирующих 
сахаров, образующихся после взаимодействия 
фермента с целлюлозным субстратом в присут-
ствии 3,5-динитросалициловой кислоты [19]. При 
применении этой методики рекомендуется прово-
дить измерения в пробирках объемом 25 мл, одна-
ко, на наш взгляд, исследование целлюлазной  
активности в формате микропланшета зарекомен-
довало себя как столь же точный, но гораздо более 
эффективный метод [22], позволяющий исследо-
вать одновременно большое количество проб при 
очень малом объеме реакционной смеси.

Результаты оценки активности внеклеточных 
целлюлаз штаммов Pe3, Ln9 и Fu2 более точным 
методом с динитросалициловой кислотой (табл. 2) 
показали значительное сходство с целлюлазной 
активностью, найденной графически (рис. 3), что 
позволяет рекомендовать последний как простой, 
не требующий больших материальных вложений 
и эффективный подход к поиску целлюлозоразру-
шающих штаммов.

Таблица 1

Характеристика штаммов актинобактерий, проявивших наибольшую целлюлазную активность

Признаки
Штаммы

Fu2 Ln9 Pe3

Источник выделения Муравьи
F. cunicularia

Муравьи
L. niger

Муравьи
C. vagus

Цвет воздушного мицелия* Белый/ светло-серый/ серый Светло-серый/серый/ 
серый

Отсутствовал/ светло-
серый/ серый

Цвет субстратного мицелия* Буро-черный/ темно-серый/ 
бесцветный

Бесцветный/желтоватый/ 
желтый

Бурый/ бесцветный/ 
буроватый

Наличие растворимого пигмента* Буроватый/ отсутствовал/ 
отсутствовал

Буроватый/желтоватый/ 
желтый

Буроватый/отсутствовал/ 
отсутствовал

Образование меланоидного пигмента* + + +
Форма цепочек спор** RA (крючки, петли) RF (прямые, короткие) S (спиральные)

Ближайший типовой штамм Streptomyces rishiriensis
NRRL B-3239

Streptomyces zaomyceticus
NBRC 13348

Streptomyces iakurys
NBRC 13401

Номер доступа в GenBank MG705182.1 MN227506.1 MN227508.1
* − описание фенотипических признаков проводилось на средах ISP2, ISP3, ISP4 [21],
** − на среде ISP3 на 10–14-е сут.

Рис. 3. Графическое определение активности гидролиза КМЦ (lgC) культуральными жидкостями штаммов Streptomyces sp. Fu2 
(1,0 МЕ/мл), Streptomyces sp. Ln9 (0,5 МЕ/мл), Streptomyces sp. Pe3 (0,3 МЕ/мл) по индексу разложения КМЦ (ICMC): калибровоч-
ная прямая построена по индексам разложения КМЦ для серии растворов коммерческой целлюлазы (Sigma-Aldrich, C1184) 
с известными значениями активности.
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Культуры, показавшие способность к активно-
му гидролизу растворимых соединений целлюлозы, 
могут отбираться для более подробных исследова-
ний, в частности, для оценки β-глюкозидаз- 
ной активности. Целлобиазы (более точно – 
β-глюкозидазы) не только продуцируют глюкозу из 
целлобиозы, но и снижают опосредованную целло-
биозой репрессию ферментов предыдущих этапов 
разложения целлюлозы – эндо- и экзоцеллюлаз, 
тем самым позволяя целлюлолитическим фермен-
там функционировать более эффективно [1].

У микроорганизмов внеклеточная β-глюко-
зидаза обычно продуцируется на гораздо более низ-
ком уровне, чем эндоглюконазы, поскольку допол-
няется также и деятельностью пула внутри- 
клеточных целлобиаз, что согласуется с данными, 
полученными для штаммов актинобактерий Pe3, 
Ln9 и Fu2 (табл. 2). В целом, целлюлолитическая 
активность актинобактерий, выделенных в рамках 
данного исследования, находится на сходном уров-
не с активностью целлюлозо- и лигнинразрушаю-
щих стрептомицетов, описанных в литературе [3–5].

Поиск целлюлозоразрушающих актинобакте-
рий у различных видов насекомых, в особенности 
тех, чей жизненный цикл связан с древесной рас-
тительностью, является оправданным [7, 8, 13]. 
Исследователи полагают, что стрептомицеты, на-
ходящиеся в ассоциациях с подобными насекомы-
ми, могут реализовывать «внутреннюю или внеш-
нюю пищеварительную модель» [7]. «Внутренняя 
пищеварительная модель» подразумевает нахож-
дение актинобактерий в желудочно-кишечном 
тракте хозяев, где они выделяют ферменты, спо-
собствующие перевариванию насекомыми слож-
ных полимеров. Понятно, что такие взаимоотно-
шения будут создаваться с теми насекомыми, 
которые питаются трудно разлагаемой раститель-
ной биомассой [9, 13]. «Внешняя пищеваритель-
ная модель» возникает, когда насекомые, прокла-
дывая ходы в древесине, способствуют заселению 
ее сообществом дереворазрушающих микроорга-
низмов и затем используют в пищу продукты де-
струкции растительной биомассы [7, 8, 23]. И хотя 
муравьи-древоточцы не питаются продуктами раз-
ложения древесины, в которой обитают, своей ак-
тивной строительной деятельностью они могут 
способствовать заселению и формированию 
в гнездах сообществ микроорганизмов, способных 
к утилизации природных полимеров.

Действительно, в нашем исследовании все 
культуры, выделенные из гнезд муравьев-древо-

точцев, проявляли заметную целлюлолитическую 
активность, в то время как доля активных штам-
мов, выделенных из муравьев C. vagus, не превы-
шала 50%. Оказалось также, что и из муравьев 
других видов, таких как F. cunicularia и L. niger, 
могут быть выделены отдельные штаммы с высо-
ким уровнем целлюлазной активности. Образцы 
почв, рассматриваемые в работе как интактные, 
закономерно послужили источником выделения 
наибольшего количества штаммов мицелиальных 
прокариот, однако среди них было обнаружено 
и наибольшее количество неактивных штаммов.

В наших предыдущих работах было показано, 
что актинобактерии, выделяемые из муравьев-
древоточцев, обладают способностью к выделе-
нию метаболитов, обладающих антибактериаль-
ной [24, 25] и антигрибной активностью [26]. 
Микроскопические грибы являются ведущими 
агентами по разложению древесины в природе, но 
близкое соседство с ними в гнездах было бы для 
муравьев-древоточцев крайне неблагоприятно, 
поскольку многие микромицеты могут легко пере-
ходить от сапротрофного к паразитическому типу 
питания. Есть основания полагать, что между му-
равьями C. vagus и актинобактериями могут скла-
дываться так называемые «защитные симбиозы», 
описанные в литературе для других видов насеко-
мых [27]. Заселение гнезд муравьев сообществами 
актинобактерий, способных использовать целлю-
лозу как источник питания, с одной стороны, 
и ограничивать рост грибов, с другой, могло бы 
служить защитой гнезд от заселения потенциаль-
но патогенными видами микроорганизмов.

Таким образом, гнезда муравьев-древоточцев 
C. vagus можно рассматривать как природный  
локус обитания мицелиальных прокариот, обла-
дающих целлюлозоразрушающей активностью. 
Использование несложных, но эффективных ме-
тодик по обнаружению и оценке целлюлазной  
активности у новых штаммов актинобактерий  
позволит шире использовать их для нужд био-
технологии.

От души благодарим анонимных рецензентов 
за ценные советы и помощь в подготовке материа-
ла. Работа выполнена без поддержки государ-
ственных или частных фондов. Исследования  
выполнены без использования лабораторных  
животных и без привлечения людей в качестве  
испытуемых. Авторы заявляют об отсутствии  
конфликта интересов.

Таблица 2

Активность эндоцеллюлаз и целлобиаз отдельных штаммов актинобактерий, выделенных из муравьев

Штаммы Содержание 
белка, мг/мл

Эндо-1,4-глюконазная 
активность, МЕ/мл

Удельная эндо-1,4-глюконазная 
активность, МЕ/мг белка

β-глюкозидазная 
активность, МЕ/мл

Удельная β-глюкозидазная 
активность, МЕ/мг белка

Fu2 0,06±0,001 0,12±0,009 18,61±1,12 0,11±0,006 1,86±0,09
Ln9 0,05±0,002 0,52±0,041 10,42±0,52 0,07±0,006 1,31±0,06
Ре3 0,03±0,002 1,11±0,076 4,0±1,96 0,001±0,0001 0,20±0,01
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Among actinobacteria associated with various species of ants, their nests and intact soils, 
cellulolytic activity was screened on a medium with carboxymethyl cellulose using Congo red 
dye. Assessment of culture broses of tested strains on the CMC-plates and comparing them 
with titred solutions of the commercial cellulase preparation allowed to quantify their activity. 
This data were confirmed by the method of evaluating endo-1,4-gluconase activity according 
to the DNS method. The three most active strains of actinobacteria were isolated from the 
ants Camponotus vagus, Lasius niger, and Formica cunicularia and belong to the genus 
Streptomyces. The 16S rDNA sequences of the Streptomyces sp. Fu2, Streptomyces sp. Ln9, and 
Streptomyces sp. Pe3 strains were deposited in the GenBank under the numbers MN227506, 
MN227508, and MG 705182 respectively. Specific endoglucanase and β-glucosidase activity 
of this strains corresponds to that of cellulose- and lignin-destroying streptomycetes described 
in the literature.
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Formica cunicularia
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