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С помощью специфических хромогенных пептидных субстратов белков системы гемостаза изучена
способность 2-х штаммов микроскопических грибов Aspergillus flavus 1 и A. oryzae k1 секретировать про-
теиназы с прямой и активаторной к проферментам системы гемостаза человека активностью. Спектр
активности их протеиназ в отношении использованных субстратов достаточно близок, что может быть
связано с близким родством этих видов аспергиллов. Протеиназы A. flavus 1 и A. oryzae k1 обладали
плазминоподобной, тромбиноподобной и незначительной урокиназной активностью. Впервые была
показана активирующая фактор X и протеин С активность протеиназ у этих видов микромицетов. Наи-
большую активаторную к фактору Х активность проявили внеклеточные протеиназы A. flavus 1, а акти-
ваторную к протеину С – протеиназы A. oryzae k1.
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Способность микромицетов, в том числе ас-
пергиллов, секретировать протеолитические фер-
менты, активные в отношении белков системы ге-
мостаза интенсивно изучается в последние годы
(Pashmi, Liny, 2013; Kotb, 2014; Osmolovskiy et al.,
2014, 2017; Sharkova et al., 2015; Afini et al., 2016).
Обнаружены протеиназы, которые проявляют
фибрино- и фибриногенолитическое действие или
активируют проферменты кровотока (протеин С,
фактор Х, протромбин, плазминоген, прекалли-
креин), превращая их в физиологически активные
ферменты. Подобные свойства позволяют, наряду
с ферментами животного происхождения, исполь-
зовать эти протеиназы в терапии и диагностике
тромбозов и тромбоэмболических заболеваний.

Внеклеточные протеиназы разных видов мик-
ромицетов различаются по своим физико-хими-
ческим характеристикам и по специфичности к
тем или иным белкам системы гемостаза, причем
часто одновременно проявляют активность по от-
ношению к нескольким из них. Поэтому активно
проводятся исследования по поиску продуцентов
протеиназ, специфичных по отношению к опре-
деленным белкам системы гемостаза человека, в
особенности, обладающих активаторной актив-
ностью. Наиболее активными и специфичными

по отношению к различным проферментам плаз-
мы крови являются протеиназы, образуемые
представителями рода Aspergillus. Выделенные
протеиназы A. ochraceus L-1 обладают активатор-
ной активностью к протеину С и фактору Х, а про-
теиназы A. terreus 2 – к прекалликреину (Zvonareva
et al., 2015). Помимо активаторной активности,
эти протеиназы расщепляют лишь несколько хро-
могенных пептидных субстратов протеиназ гемо-
стаза, что отличает их от протеиназ других аспер-
гиллов. Внеклеточные протеиназы некоторых ви-
дов аспергиллов могут обладать только прямой
протеолитической активностью, расщепляя либо
большинство, либо ограниченный набор хромо-
генных пептидных субстратов протеиназ гемоста-
за и не проявлять активаторного на проферменты
плазмы действия (Osmolovskiy et al., 2014, 2017).
Все это свидетельствует об актуальности изучения
спектра протеолитического действия в отноше-
нии белков системы гемостаза внеклеточных про-
теиназ аспергиллов ранее не исследованных в
этом отношении видов.

Целью работы было изучение способности вне-
клеточных протеиназ A. flavus 1 и A. oryzae k1 воз-
действовать на белки системы гемостаза человека.
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Использованные в работе микромицеты были
выделены из почвенных образцов на кафедре ми-
кологии и альгологии МГУ имени М.В. Ломоносо-
ва. Культивирование штаммов для изучения обра-
зования протеолитических ферментов проводили в
глубинных условиях на среде, содержащей источ-
ники аминного и минерального азота по описанно-
му ранее способу (Osmolovskiy et al., 2014).

Активность протеиназ, образуемых A. flavus 1 и
A. oryzae k1, в отношении белков системы гемоста-
за определяли по расщеплению их специфических
хромогенных пептидных субстратов: плазмина (H-
D-Val-Leu-Lys-pNA), тромбина (Tos-Gly-Pro-Arg-
pNA и H-D-Phe-Pip-Arg-pNA), фактора Ха (Bz-Ile-
Glu(OR)-Gly-Arg-pNA и Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA),
активированного протеина С (pGlu-Pro-Arg-pNA)
и урокиназы (pGlu-Gly-Arg-pNA). Реакции прово-
дили путем добавления к культуральной жидкости
0.05% раствора соответствующего субстрата (пря-
мая активность) или, прединкубируя ее с плазмой
крови человека с последующим добавлением суб-
страта (активаторная активность) в случае отсут-
ствия прямой активности, как описано ранее
(Osmolovskiy et al., 2012). Единица активности (Е)
фермента – количество мкмоль п-нитроанилина,
отщепившегося от хромогенного субстрата за 1 мин
при 37°С.

Результаты определения прямой и активатор-
ной к белкам системы гемостаза активности вне-
клеточных протеиназ A. flavus 1 и A. oryzae k1 пред-
ставлены в табл. 1.

Прямая протеолитическая активность протеи-
наз A. flavus 1 установлена в реакции с субстратами

плазмина и урокиназы и с одним из субстратов
тромбина (Tos-Gly-Pro-Arg-pNA). Внеклеточные
протеиназы A. oryzae k1 также были активны в от-
ношении этих субстратов, но их плазминоподоб-
ная и тромбиноподобная активность была ниже в
2.7 и 6.1 раза, соответственно, чем активность проте-
иназ A. flavus 1. Урокиназная активность протеиназ
A. oryzae k1 была несколько выше по сравнению с
активностью протеиназ A. flavus 1 (табл. 1).

Установлена избирательность действия проте-
иназ A. flavus 1 и A. oryzae k1 на хромогенные пеп-
тидные субстраты. Из двух субстратов – тромбина
и фактора Ха, протеиназы этих двух видов аспер-
гиллов, как и других изученных аспергиллов, рас-
щепляли только один (Osmolovskiy et al., 2017).
Эти данные подтверждают зависимости проявле-
ния протеолитической активности аспергиллов от
последовательности аминокислотных остатков и
их количества в хромогенном пептидном субстра-
те (Osmolovskiy et al., 2014).

Активаторная активность протеиназ A. flavus 1
и A. oryzae k1 была обнаружена в отношении фак-
тора Х (с субстратом Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA) и ак-
тивированного протеина С. Данные активности у
обоих видов микромицетов были обнаружены
впервые. Причем, внеклеточные протеиназы A.
flavus 1, по сравнению с протеиназами A. oryzae k1
обладали наибольшей активаторной к фактору Х
активностью, а активаторной к протеину С – на-
оборот.

Показано, что протеиназы A. flavus 1 обладали
незначительной активаторной к протромбину ак-
тивностью.

Таблица 1. Активность внеклеточных протеиназ аспергиллов по отношению к белкам системы гемостаза человека

Примечание. *Прочерк – активность не определяли.

Субстрат
Наличие 
плазмы

в реакции
Активность

Активность, Е/мл × 10–3*

Aspergillus flavus 1 Aspergillus oryzae k1

H-D-Val-Leu-Lys-pNA – плазминоподобная 39.7 14.8
+ активирующая плазминоген – –

Tos-Gly-Pro-Arg-pNA – тромбиноподобная 39.8 6.3
+ активирующая протромбин – –

H-D-Phe-Pip-Arg-pNA – тромбиноподобная 0 0
+ активирующая протромбин 2.6 0

Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA – фактор Ха-подобная 0 0
+ активирующая Х-фактор 11.7 1.1

Bz-Ile-Glu(γ-OR)-Gly-Arg-pNA – фактор Ха-подобная 0 0
+ активирующая Х-фактор 0 0

pGlu-Pro-Arg-pNA – подобная активированному 
протеину С 0 0

+ активирующая протеин С 9.6 31.3
pGlu-Gly-Arg-pNA – урокиназная 1.3 2.3

+ активирующая плазминоген – –
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Микромицеты этих видов известны как проду-
центы протеиназ с фибринолитической (плазми-
ноподобной) активностью (Monkhouse et al., 1964;
Shirasaka et al., 2012; Pashmi, Liny, 2013). Это под-
тверждают и полученные нами данные. Известна
коагулянтная и незначительная антикоагулянтная
активность протеиназ этих видов. Под их воздей-
ствием происходило свертывание плазмы крови,
однако механизмы, лежащие в ее основе, установ-
лены не были (Monkhouse et al., 1964; Pashmi, Liny,
2013). Полученные нами данные позволяют пола-
гать, что протеиназы A. flavus 1 и A. oryzae k1 вызы-
вают свертывание крови через активацию фак-
тора Х, а проявляют антикоагулянтную актив-
ность вследствие активации протеина С.

Полученные данные свидетельствуют о том,
что микроскопические грибы A. flavus 1 и A. oryzae
k1 являются продуцентами активаторов белков
системы гемостаза человека – фактора Х и проте-
ина С. Спектр протеолитической активности
A. flavus 1 и A. oryzae k1 по отношению к белкам
системы гемостаза сходен, что скорее всего обу-
словлено их близкородственными связями (Lee
et al., 2004; Samson et al., 2014).

Работа поддержана грантом РФФИ № 18-29-
25073.
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Micromycetes Aspergillus ochraceus and A. flavus as Producers of Proteinases Activating 
the Proteins of Human Hemostasis System
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The ability of 2 strains of microscopic fungi Aspergillus flavus 1 and A. oryzae k1 to secrete proteases with direct
and activator activity to human hemostasis proenzymes was studied by applying of specific chromogenic peptide
substrates of proteins of the hemostasis system. The spectrum of activity of their proteinases in relation to the
used substrates is quite simillar, which may be due to the close relationship of these species. Proteases of A. flavus 1
and A. oryzae k1 possessed plasmin-like, thrombin-like and insignificant urokinase activity. For the first time was
shown activating factor X and protein with proteinase activity in these species of micromycetes. The highest ac-
tivator activity to factor X had the extracellular proteinases of A. flavus 1, and the activator protein C activity –
proteinase A. oryzae k1.

Key words: Aspergillus flavus, A. oryzae, fibrinolytic enzymes, proteinases – activators of proteins of the hemo-
stasis system, proteinases of micromycetes
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