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Показано, что бактериолитическая активность лизоцима по отношению к живым клеткам Priestia mega-
terium в присутствии 5 мМ глутамата повышается в 1.6 раза, 5 мМ аргинина в 1.8 раза, 0.07 мкМ по-
верхностно-активного вещества Твин-21 в 1.5 раза. Перечисленные активирующие добавки потен-
циально могут рассматриваться как перспективные компоненты лекарственных или дезинфициру-
ющих средств как в комбинации с экзогенным лизоцимом, так и в варианте усиления действия
эндогенного лизоцима иммунной системы.
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Широкое применение антибиотиков в медици-
не и ветеринарии [1, 2] провоцирует возникновение
все новых антибиотикорезистентных штаммов бак-
терий [2–6]. Антибиотикорезистентность микроор-
ганизмов ставит острый вопрос по поиску альтер-
нативы антибиотикам в борьбе с патогенами.
Одним из наиболее перспективных вариантов
альтернативы антибиотикам является использо-
вание бактериолитических ферментов, в частно-
сти лизоцима (КФ 3.2.1.17) [7, 8]. Бактериолити-
ческие ферменты разрушают (гидролизуют) кле-
точную стенку бактерий, образованную сложным
сополимером муреином (пептидогликаном), со-
стоящим из полисахаридных цепочек и пептид-
ных мостиков [9, 10]. Из бактериолитических
ферментов наиболее доступными и применяемы-
ми на практике являются лизоцимы, в первую
очередь яичный куриный лизоцим, который бли-
зок по структуре и свойствам человеческому фер-
менту, функционирующему как в свободном виде
в биологических жидкостях, так и в составе иммун-
ных клеток [8, 11, 12]. В последние годы обнаружи-
лось, что такие вещества как свободный глицин,
свободные заряженные аминокислоты, некоторые
ПАВ могут существенно влиять на активность ли-
зоцима, причем эффект часто зависит от вида бак-

терий [13–17]. В настоящее время продолжается
поиск и изучение потенциальных активаторов
антибактериального действия лизоцима.

Спорообразующая палочковидная бактерия,
факультативный аэроб Priestia megaterium (сенная
палочка) широко распространена в природе и счи-
тается в целом неопасной для здоровья человека,
часто применяется в биотехнологии как продуцент
разнообразных метаболитов и белков, эффективно
используется как компонент биоудобрений [18–
21]. Однако на сегодняшний день было описано
несколько случаев патогенности P. megaterium, а
также имеет место морфологическая схожесть бак-
терии с условным патогеном Bacillus cereus и особо
опасным патогеном Bacillus anthracis (сибирская яз-
ва) [22–28]. Вышеупомянутые факты показывают
большую значимость изучения данной бактерии
как модельного объекта.

Данная работа посвящена детальному иссле-
дованию бактериолитического действия лизоци-
ма на P. megaterium. Результаты работы крайне акту-
альны как с точки зрения теоретического интереса
по изучению особенностей функционирования
лизоцима, так и с практической точки зрения по-
иска композиций веществ, которые существенно
усиливают антибактериальное действие как экзо-
генного лизоцима в составе антибактериальных
медицинских препаратов, так и собственного ли-
зоцима в составе биологических жидкостей и кле-
ток организма, что важно для разработки новых

Список сокращений: ДСН – додецилсульфат натрия; КОЕ –
колониеобразующие единицы (концентрация живых кле-
ток); ПАВ – поверхностно активное вещество.
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способов борьбы с бактериальными инфекция-
ми, в том числе устойчивыми к антибиотикам.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Реагенты. В работе использовали яичный ку-
риный лизоцим, Tris, MES (Amresco, США); HCl,
CH3COOH (“Компонент-Реактив”, Россия); Na-
Cl, NaOH, додецилсульфат натрия (ДСН, SDS)
(Panreac, Испания); Твин-21 (Tween-21) (Sigma Al-
drich, США); L-аргинин (Merck, Германия); L-глу-
тамат натрия (MeiHua (梅花), Китай); глицин
(Roth, Германия); глюкоза (Rokett Frer, Фран-
ция); дрожжевой экстракт (Biospringer, Фран-
ция); бактотриптон, бактоагар (BD Difco, США);
культура клеток P. megaterium штамм ATCC 14581
(В-9869) получена из Всероссийской коллекции
промышленных микроорганизмов (НИЦ “Кур-
чатовский институт”, Россия). Растворы готови-
ли на бидистиллированной воде.

Культивирование клеток P. megaterium осуществ-
ляли в два этапа в жидкой питательной среде LB,
pH 7.6; при температуре 30°C и на качалке с режи-
мом 180 об/мин [20]. На первом этапе клетки рас-
тили 14–16 ч в 10 мл питательной среды, затем пе-
ресевали переносом по 1 мл в 100 мл питательной
среды и выдерживали до достижения оптическо-
го поглощения 1.0–1.2 при длине волны 650 нм
(около 5 ч). По окончании культивирования по-
лученную суспензию клеток перемещали в про-
бирки объемом 50 мл и центрифугировали на
центрифуге 5804R (Eppendorf, Германия), ротор
F-34-6-38, при температуре 4–5°С в течение 30 мин
при 6000 об/мин (5934 g). Осадок клеток ресус-
пендировали в буферном растворе объемом 10 мл
(pH 8.0, 0.02 М Tris-HCl с добавлением 55 мМ NaCl)
и замораживали аликвоты по 1.5 мл при темпера-
туре –70°С. Однократное замораживание и отта-
ивание не влияло на концентрацию живых клеток
в пределах погрешности эксперимента. Непо-
средственно перед проведением экспериментов
суспензию клеток размораживали, центрифуги-
ровали 7 мин при 6000 об/мин (4118 g) на центри-
фуге Minispin (Eppendorf) и ресуспендировали
осажденные клетки в том же буферном растворе.

Бактериолитическую активность лизоцима (ско-
рость ферментативного лизиса клеток) определяли
турбидиметрическим методом по падению погло-
щения при длине волны 650 нм и температуре
37°С [29, 30]. В течение времени проведения экспе-
римента клетки содержали при температуре 4–5°С.
Измерение активности лизоцима проводили в
спектрофотометрической кювете объемом 1 мл и
длиной оптического пути 1 см на двухлучевом спек-
трофотометре UV-1800 (Shimadzu, Япония). При
измерении начальное поглощение суспензии в ре-
акционной смеси подбирали как 0.35–0.40. Для
P. megaterium поглощение суспензии бактерий при

длине волны 650 нм в интервале значений от 0.0 до
0.9 пропорционально количеству клеток. Поглоще-
ние 0.4 соответствует концентрации живых клеток
1.5 × 108 КОЕ в мл (определено пересевом на чаш-
ки Петри на твердую агаризованную среду). Из-
мерения активности проводили при pH 8.0 в бу-
фере 0.02 М Tris-HCl с добавлением 55 мМ NaCl,
если не указано иное. Концентрация фермента в
реакционной смеси была 0.5 мкг в мл. Скорость
лизиса клеток P. megaterium прямо пропорцио-
нальна концентрации фермента при его концен-
трации от 0 до 7 мкг в мл. Перед внесением фермен-
та регистрировали фоновые процессы самопроиз-
вольного лизиса в течение 120–150 с. Начальную
скорость лизиса определяли в интервале 15–120 с
после добавления фермента. При расчете актив-
ности делали поправку на фоновое изменение по-
глощения без фермента. Все используемые в работе
добавки, кроме фермента, не влияли на фоновый
лизис клеток в исследованном диапазоне их кон-
центраций. pH растворов всех добавок доводили до
значения pH буфера, в котором проводились из-
мерения. Каждое экспериментальное значение в
работе измеряли не менее 5 раз, результаты пред-
ставлены как среднее и погрешность, рассчитан-
ная по Стьюденту для доверительного интервала
0.9. В случае, если на графике не указана погреш-
ность, она не превышала 15% от значений.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 представлена зависимость скорости

лизиса бактериальных клеток P. megaterium в при-
сутствии лизоцима от pH и ионной силы. Макси-
мальная скорость лизиса наблюдается при pH 8.0 и
концентрации добавленной соли NaCl 45–65 мМ.

Аналогичная “куполообразная” зависимость
(но с другим значением pH оптимума) характерна
для скорости лизиса клеток Escherichia coli лизо-
цимом [29, 31]. Падение скорости ферментатив-
ного лизиса при увеличении ионной силы объяс-
няется замедлением осмотического разрыва клеток
[29, 32]. Уменьшение скорости ферментативного
лизиса клеток P. megaterium и E. coli при низкой
ионной силе связано с непродуктивной (ингиби-
рующей активность) сорбцией лизоцима на клет-
ках [32]. Для дальнейшего исследования фермен-
тативного лизиса клеток P. megaterium в присут-
ствии лизоцима был выбран буферный раствор
pH 8.0 0.02 М Tris-HCl с добавлением 55 мМ NaCl, в
котором скорость процесса была максимальной.

Согласно литературным данным, антибакте-
риальное действие куриного и человеческого ли-
зоцима, человеческого интерлейкина-2 на клетки
E. coli существено усиливается в присутствии глу-
тамата и аргинина [15, 16, 31]. Глицин также уве-
личивает антибактериальное действие куриного
лизоцима, но меньше влияет на активность чело-
веческого лизоцима и совсем не изменяет анти-
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бактериальную активность интерлейкина-2 [15,
31]. Как следует из рис. 2, активность лизоцима
при действии на бактерии P. megaterium монотон-
но увеличивается при добавлении глутамата и ар-
гинина, возрастая в 1.6 и 1.8 раз соответственно в
присутствии 5 мМ каждого эффектора.

Глицин в концентрации до 5 мМ не влияет на
активность лизоцима по отношению к P. megateri-
um в пределах погрешности эксперимента. Таким
образом, глутамат и аргинин потенциально способ-
ны усиливать действие лекарственных композиций
на основе лизоцима, а также, вероятно, могут вли-

ять на собственный лизоцим иммунной системы,
повышая устойчивость организма к бактериальным
инфекциям. Известно, что композиция глутамат –
аргинин также улучшает выживаемость эукарио-
тических клеток в различных условиях, может
быть лекарством при острой печеночной энцефа-
лопатии и средством для заживления ран [33–35].
В связи со всем вышесказанным медицинские
препараты, содержащие глутамат и аргинин, по-
тенциально могут быть полезными при самых
разных инфекционных и неинфекционных забо-
леваниях.

Рис. 1. Влияние pH и ионной силы раствора на активность фермента. Буферный раствор 0.01 М MES, 0.01 М Tris-HCl
с различными значениями pH и различными количествами добавленной соли NaCl. 
Fig. 1. The influence of the pH and ionic strength of the solution on enzyme activity. Buffer solution 0.01 M Mes, 0.01 M Tris-
HCl with different pH values and various amounts of NaCl salt added.
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Рис. 2. Зависимость активности фермента (скорости ферментативного лизиса клеток P. megaterium в присутствии ли-
зоцима) от концентрации свободных аминокислот. а – активность в присутствии Glu, b – активность в присутствии
Arg, c – активность в присутствии Gly. 
Fig. 2. The dependence of the activity of the enzyme (the speed of the enzymatic lysis of the cells P. megaterium in the presence
of lysozyme) on the concentration of free amino acids. а – activity in the presence of glutamate; b – activity in the presence of
arginine; c – activity in the presence of glycine.
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В литературе описан ферментативный лизис
бактерий другого семейства, а именно Lactobacil-
lus plantarum в присутствии двух разных поверх-
ностно активных веществ, а именно анионного
додецилсульфата натрия (ДСН) и неионогенного
полисорбата Твин-21 [17]. Твин 21 и ДСН имеют
схожую гидрофобную часть молекулы, что, воз-
можно, и объясняет существенное влияние этих
ПАВ на активность лизоцима, при этом гидро-
фильные радикалы принципиально отличаются
(рис. 3).

Для P. megaterium мы наблюдаем ингибирова-
ние лизоцима в присутствии ДСН и сложную за-
висимость активности от концентрации Твин-21,
что повторяет вид кривых для L. plantarum [17],

подтверждая гипотезу о специфическом влиянии
данных ПАВ на лизоцим и наличии у фермента
гидрофобных центров связывания определенных
эффекторов (рис. 4).

Ингибирование лизоцима в присутствии
ДСН, возможно, объясняется тем, что ПАВ, свя-
зываясь с ферментом гидрофобной частью, экс-
понирует на поверхности белка свою отрицатель-
но заряженную группу, ухудшая тем самым про-
дуктивное связывание лизоцима с отрицательно
заряженной поверхностью бактерии. Гипотети-
чески лизоцим может иметь ранее неизученный
механизм регуляции активности с помощью ли-
гандов с гидрофобным радикалом, в частности
ПАВ. Помимо фундаментального интереса, фе-

Рис. 3. Структурные формулы ДСН и Твин-21.
Fig. 3. Structural formulas of surfactants (SDS, Tween-21).
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номен активации лизоцима в присутствии Твин-21,
вероятно, можно использовать для разработки дез-
инфицирующих и даже лекарственных средств на
основе композиций лизоцима и ПАВ, так как
Твин-21 можно применять в составе медицин-
ских препаратов [36, 37]. Факт подавления дей-
ствия лизоцима в присутствии ДСН также требу-
ет очень пристального внимания, так как ДСН
под вторым своим названием лаурилсульфат на-
трия является популярным компонентом многих
шампуней и зубных паст, но при этом может вы-
зывать воспалительные процессы [38–40].

Таким образом, в работе показано, что антимик-
робное действие лизоцима по отношению к споро-
образующим бактериям P. megaterium семейства
Bacillaceae усиливается в присутствии глутамата,
аргинина и Твин-21. Возможно, данные вещества
могут усиливать действие лизоцима и на другие
бактерии данного семейства, в том числе на анти-
биотикорезистентные опасные патогены. Лизо-
цим может применяться в качестве лекарственного
средства, а также является важным компонентом
иммунной системы, поэтому обнаружение данных
веществ – активаторов весьма перспективно для
разработки новых медицинских препаратов.
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Enzymatic Lysis of Bacteria Priestia megaterium by Lysozyme
S. V. Iuzhakova, A. Yu. Yakimova, N. V. Rastrigaa, D. A. Gasanovaa, 

D. A. Klimova, S. A. Smirnov a, and P. A. Levashova, #
aLomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia

#e-mail: levashov@yahoo.com

Abstract—It is shown that the bacteriolytic activity of lysozyme in relation to living cells of Priestia megaterium
in the presence of 5 mM glutamate increases by 1.6 times, in the presence of 5 mM arginine—by 1.8 times,
and in the presence of 0.07 μM surfactant Tween-21—by 1.5 times. The listed activating additives can poten-
tially be considered as promising components of medicinal or disinfectants, both in combination with exog-
enous lysozyme and in the option of enhancing the action of endogenous lysozyme in the immune system.

Keywords: bacteriolytic activity, lysozyme, bacterial lysis, lysozyme activators, Priestia megaterium



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


