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Изучены биохимические свойства и тромболитический потенциал препарата протеиназ, а также его
отдельных фракций, полученных после изоэлектрофокусирования, образуемого штаммом микроми-
цета Tolypocladium inflatum k1. Показано, что во фракциях после изоэлектрофокусирования наблюдает-
ся более выраженная фибринолитическая и активаторная к плазминогену активность, а также протео-
литическая активность в отношении некоторых субстратов (субтилизин-подобная и эластазная), что
может быть использовано для разработки новых тромболитических препаратов или диагностикумов на
патологии системы гемостаза человека.
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ВВЕДЕНИЕ
Тромболитическая терапия – неотъемлемая

часть лечения и профилактики различных заболе-
ваний, ассоциированных с патологиями сердеч-
но-сосудистой системы и системы гемостаза чело-
века. Она находит применение в целом комплексе
состояний, ассоциированных с тромбозами, в
постоперационном периоде, реанимационных ме-
роприятиях и облегчении тяжелых тромботиче-
ских осложнений, индуцированных бактериаль-
ными и вирусными инфекциями (в том числе, при
лечении осложнений при COVID-19). Поиск со-
временных, специфичных и безопасных тромбо-
литических субстанций является важной и акту-
альной задачей медицины и биотехнологии (Kotb,
2014).

Протеолитические ферменты грибов, способ-
ные активировать отдельные белки системы гемо-
стаза, а также обладающие фибринолитической
активностью, перспективны в тромботерапии.
Внеклеточные протеиназы разных видов микро-
мицетов различаются по своим физико-химиче-
ским характеристикам и по специфичности к тем

или иным факторам системы гемостаза, причем
часто одновременно проявляют активность по от-
ношению к нескольким из них. В связи с этим, ак-
тивно проводятся исследования по скринингу
микромицетов – продуцентов протеиназ, специ-
фичных по отношению к определенным белкам
системы гемостаза человека. Среди таких фермен-
тов особый интерес представляют обладающие
активаторной к плазминогену активностью (Shar-
kova et al., 2016а).

Ранее было показано, что энтомопатогенный
штамм микромицета Tolypocladium inflatum k1 сек-
ретирует протеиназы, обладающие выраженной
фибринолитической активностью и активатор-
ным к плазминогену действием, что делает его
перспективным продуцентом протеиназ-тромбо-
литиков (Sharkova et al., 2016b).

Целью настоящего исследования было изуче-
ние тромболитических свойств препарата протеи-
наз, выделенного из культуральной жидкости
микромицета T. inflatum k1.
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Продуцент и условия культивирования. Объек-
том исследования служил штамм микромицета
T. inflatum k1, который был ранее изучен как про-
дуцент протеиназ, обладающих фибринолитиче-
ской и активаторной к плазминогену активностью
(Sharkova et al., 2015, 2016b). Посевной материал
получали смывом спор с поверхности культуры,
выращенной в пробирках на скошенном сусло-
агаре в течение 7 сут при 25°C в питательную среду
состава (%): сусло – 6.7, глюкоза – 2, пептон – 0.1
(Batomunkueva, Egorov, 2001). После 2 сут культи-
вирования часть биомассы переносили в фермен-
тационную среду состава (%): глицерин – 7, глю-
коза – 3, гидролизат рыбной муки – 0.5, NH4NO3 –
0.25, MgSO4 · 7H2O – 0.1, KH2PO4 – 0.1 и продолжали
культивирование еще в течение 3 сут. Культивиро-
вание микромицета осуществляли в колбах объе-
мом 750 мл, содержащих 100 мл среды, на орби-
тальной качалке (200 об./мин) при 28°C.

Получение препарата протеиназ из культураль-
ной жидкости и их разделение. После культивиро-
вания микромицета культуральную жидкость от-
деляли от биомассы фильтрованием водоструй-
ным насосом через фильтровальную бумагу (ФС,
Россия). Внеклеточные белки из полученной
культуральной жидкости осаждали сульфатом ам-
мония при 80%-й степени насыщения. Осадок
белков формировался при 4°C в течение 12 ч. За-
тем его отделяли центрифугированием при 15000 g
(20 мин, 4°C), растворяли в минимальном объеме
0.01 М трис-HCl-буфера, рН 8.2, содержащего
0.002 М ацетат кальция, и диализовали в диализ-
ных мешках против того же буфера (12 ч, 4°C). По-
лученный раствор белков центрифугировали в
аналогичных условиях для удаления осадка и за-
тем лиофильно высушивали. Белки разделяли ме-
тодом изоэлектрофокусирования на колонке объ-
емом 110 мл (LKB, Швеция) в градиенте плотно-
сти сахарозы 0–40% и рН 3–10, создаваемом
амфолинами (“Pharmacia”, Швеция), при напря-
жении 700 В в течение 36 ч (Osmolovskiy et al.,
2013). Во фракциях (объемом 1 мл) после элюции
с колонки определяли рН, содержание белка по
оптической плотности при 280 нм и общую про-
теолитическую активность.

Определение общей протеолитической активно-
сти. Общую протеолитическую активность опре-
деляли модифицированным методом Ансона–Ха-
гихары по количеству тирозина в неосаждаемых
трихлоруксусной кислотой продуктах протеолиза
после 10-минутного гидролиза 1%-го раствора ка-
зеина в 0.1 М Трис-HCl буфере (рН 8.0–8.2, 37°С),
как описано ранее (Osmolovskiy et al., 2016). Ак-
тивность выражали в мкмолях тирозина в минуту
(ЕТир). Удельную активность рассчитывали на мг
белка.

Определение содержания белка. Содержание
белка определяли спектрофотометрически в кю-
вете с длиной пути в 1 см при 280 нм (Gertler, Trop,
1971).

Определение pH и температурного оптимума ак-
тивности и оптимума стабильности препарата.
рН-оптимум активности препарата определяли в
0.4 М универсальном (натрий-ацетат-фосфат-бо-
ратном) буфере с рН от 3.0 до 11.0. К 150 мкл буфе-
ра с соответствующим значением рН добавляли
100 мкл раствора фермента и 100 мкл раствора суб-
страта. Для определения рН-стабильности фер-
мента проводили инкубацию препарата в раство-
рах буфера с разными значениями рН при 37°C в
течение 2 ч, после чего определяли казеинолити-
ческую активность. Полученные результаты вы-
ражали в % от исходной активности. Температур-
ный оптимум для действия препарата определяли
в 0.05 М трис-HCl буфере, рН 8.2, по казеиноли-
тической активности при 25, 30, 37, 45, 55 и 65°C.
Термостабильность препарата изучали при инку-
бации фермента при заданных температурах в те-
чение 2 ч и выражали в % от исходной активности
фермента.

Определение протеолитической активности в отно-
шении отдельных белков системы гемостаза. Актив-
ность препарата протеиназ, образуемых T. inflatum k1,
в отношении белков системы гемостаза определяли
по расщеплению их специфических хромогенных
пептидных субстратов: плазмина (HD-Val-Leu-Lys-
pNA; For-Ala-Phe-Lys-pNA), тромбина (Tos-Gly-
Pro-Arg-pNA и H-D-Phe-Pip-Arg-pNA), сериновых
протеаз (Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA), урокиназы (pGlu-
Gly-Arg-pNA), фактора Ха (HD-Ile-Pro-Arg-pNA),
субтилизина (Z-Ala-Ala-Leu-pNA), эластазы (Suc-
Ala-Ala-Ala-pNA), трипсина (Bz-Arg-pNA). Измере-
ние оптической плотности проводили при 405 нм на
спектрофотометре Hitachi 200-20 (Япония). Реак-
ции проводили путем добавления к препарату
протеиназ 0.05%-го р-ра соответствующего суб-
страта (Osmolovskiy et al., 2012). Единица активно-
сти (Е) фермента – количество мкмоль п-нитро-
анилина, отщепившегося от хромогенного суб-
страта за 1 мин при 37°С.

Определение плазминоподобной и активаторной
к плазминогену активности. Плазминоподобную
активность (на прогретых фибриновых пласти-
нах) и активность активаторов плазминогена (на
непрогретых фибриновых пластинах) штамма
определяли по модифицированному методу Аст-
рупа–Мюллерца–Лассена и выражали в условных
единицах на 1 мл культуральной жидкости (Lan-
dau et al., 2000). Для приготовления фибриновой
пластины в чашке Петри смешивали 9 мл 0.76%-го
р-ра фибриногена и 0.2 мл 0.4%-го р-ра тромбина,
приготовленных на смеси физиологического рас-
твора и 0.05 М трис-HCl буфера (рН 8.2) в соотно-
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шении 9 : 1. Инкубацию фибриновых пластин с
нанесенными образцами фильтрата культураль-
ной жидкости микромицета (30 мкл) проводили в
течение 6 ч при 37°С. За условную единицу актив-
ности принимали зону лизиса в 10 мм2, которая
образуется за 3–4 ч инкубации фибриновых пла-
стин при 37°С.

Выявление коагулазной активности. Наличие
коагулазной активности препарата выявляли по
визуализации фибринового волокна в экспери-
ментах со свертыванием фибриногена человека
(Fibrinogen from Human Plasma, Sigma-Aldrich) и
быка (Bovine fibrinogen 9001-32, H2B Medical).
В пробирки типа эппендорф добавляли 0.1 мл
препарата протеиназ и 0.2 мл 0.4%-го р-ра фибри-
ногена. В качестве контроля использовали 0.1%-й
р-р тромбина.

Определение углеводного компонента. Углевод-
ный компонент в составе молекул протеиназ
выявляли с помощью периодной кислоты и реак-
тива Шиффа (фуксинсернистой кислоты) методом
дот-блоттинга на нитроцеллюлозных мембранах
(Averina, Snegivyova, 1980; Thronton et al., 1996).
В качестве положительного контроля использова-
ли раствор внеклеточной дрожжевой инвертазы
(0.5 мг/мл), а в качестве отрицательного –
0.5 мг/мл БСА.

Определение тромболитического эффекта препа-
рата. Формировали фибриновый сгусток в про-
бирках типа Эппендорф путем добавления в каж-
дую пробирку 100 мкл человеческой плазмы и
20 мкл тромбина, фиксировали массу пробирки
до, во время (после каждого этапа) и после экспе-
римента. Добавляли к каждому образцу фибрино-
вого сгустка препарат протеиназ T. inflatum k1 и
фиксировали изменение массы через равные про-
межутки времени (30, 60 и 90 мин). По остаточной

массе сгустка (выраженной в % от первоначаль-
ной массы сгустка) определяли степень протека-
ния тромболизиса в образцах с течением времени
(Kotb et al., 2015).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Микромицет T. inflatum k1 является анаморфой
Elaphocordyceps subsessilis (Ophiocordycipitaceae,
Hypocreales, Sordariomycetes, Ascomycota). Культу-
ральная жидкость микромицета Tolypocladium in-
flatum k1, полученная по окончании срока культи-
вирования продуцента, после удаления биомассы
представляла собой прозрачную жидкость светло-
коричневого цвета. После фильтрования культу-
ральной жидкости, осаждения внеклеточных бел-
ков сульфатом аммония, диализа и лиофильной
сушки был получен белковый препарат T. inflatum k1
с удельной протеолитической активностью
2.7 ЕТир/мг белка × 10–3. Протеиназы, активные в
отношении белков системы гемостаза, были вы-
делены из белкового препарата микромицета T. in-
flatum k1 в результате проведения изоэлектрофо-
кусирования в колонке и соответствовали трем
пиковым фракциям – 24, 28, 53 (рис. 1). Для фрак-
ции 24 (pI – 5.9) удельная протеолитическая ак-
тивность составляла 0.2 Е/мг × 10–3, для фракции
28 (pI – 6.8) – 0.35 Е/мг × 10–3, а для фракции 53
(pH – 10.7) – 0.86 Е/мг × 10 –3. Гомогенность бел-
ков полученных фракций была подтверждена
электрофоретически.

Далее в препарате протеиназ и в отдельных
фракциях препарата, полученных после изоэлек-
трофокусирования (№№ 24, 28, 53), определяли
фибринолитическую и активаторную к плазмино-
гену активность. Полученные результаты (в срав-

Рис. 1. Изоэлектрофокусирование внеклеточного препарата протеиназ микромицета Tolypocladium inflatum k1: 1 – белок,
2 – рН, 3 – протеолитическая активность.
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нении с активностью в культуральной жидкости)
представлены на рис. 2.

Белковый препарат обладал несколько более
выраженной фибринолитической и активаторной
к плазминогену активностью по сравнению с
культуральной жидкостью, что согласуется с по-
лученными ранее данными (Sharkova et al., 2016b).
В то же время во фракциях после изоэлектрофоку-
сирования наблюдалась значительно более высо-
кая фибринолитическая и активаторная к плазми-
ногену активность. Максимальные значения ак-
тивности для фракции № 28 составляли 582 и
373 усл. ед/мг белка, для фракции 24 – 481 и
180 усл. ед/мг белка, а для фракции 53 – 255 и
91.5 усл. ед /мг белка, соответственно.

Способность микромицета T. inflatum k1 к об-
разованию внеклеточных протеолитических фер-
ментов, обладающих активностью, аналогичной
некоторым факторам системы гемостаза челове-
ка, была изучена по расщеплению специфичных
для протеиназ системы гемостаза хромогенных
пептидных субстратов как для препарата фермен-
тов, образуемых микромицетом, так и для отдель-
ных фракций (№№ 24, 28, 53), полученных после
изоэлектрофокусирования. Результаты определе-
ния активности внеклеточных протеиназ с хромо-
генными пептидными субстратами факторов си-
стемы гемостаза приведены в табл. 1.

Полученные данные показывают, что и препа-
рат, и белки отдельных фракций после изоэлек-
трофокусирования обладали протеолитической

Рис. 2. Тромболитическое действие протеиназ микромицета Tolypocladium inflatum k1: а – прогретая чашка; б – непрогре-
тая чашка; Кж – культуральная жидкость; Пр – препарат (№№ 53, 24, 28 – фракции после изоэлектрофокусирования).

(a)

Кж

Пр

№ 24№ 53 № 28

Кж

Пр

№ 24№ 53 № 28

(б)

Таблица 1. Активность внеклеточных протеиназ Tolypocladium inflatum k1 по отношению к белкам системы гемостаза
человека

Примечание: прочерком отмечены случаи, когда активность не определяли.

Хромогенный субстрат Активность
(по Beynon, Bond, 2001)

Удельная активность, Е/мл × 10–3*

препарат фракция 53 фракция 24 фракция 28

pGlu-Gly-Pro-Arg-pNA урокиназная 3.1 – – –

Tos-Gly-Pro-Arg-pNA тромбиноподобная 3.36 1.6 6.11 6.43

dVal-Leu-Lys-pNA плазминоподобная 4.46 3.24 7.25 10.6

HD-Ile-Pro-Arg-pNA фактор Ха-подобная 1.2 – – –

Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA сериновых протеаз 2.3 – – –

Z-Ala-Ala-Leu-pNA субтилизин-подобная 4.77 33.5 6.15 11.33

Suc-Ala-Ala-Ala-pNA эластазная 18.5 3.3 10.1 19.3

Bz-Arg-pNA трипсиноподобная 1.1 0 1.0 0

For-Ala-Phe-Lys-pNA плазминоподобная 5.5 – – –
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активностью и способностью расщеплять исполь-
зованные субстраты. Так, ферментный препарат
был активен по отношению к широкому спектру
хромогенных субстратов, однако при этом его
удельная активность была ниже по сравнению с
удельной активностью выделенных протеиназ в
отношении отдельных субстратов. Так, в случае
фракции 53 наблюдалась высокая субтилизин-по-
добная активность – порядка 33.5 Е/мл × 10–3 при
расщеплении субстрата Z-Ala-Ala-Leu-pNA. Для
фракции 24 аналогично была характерна субтили-
зин-подобная активность, а также была отмечена
выраженная тромбиноподобная, плазминоподоб-
ная и эластазная активность. В случае же фракции
№ 28 наблюдался схожий эффект в отношении
использованных субстратов, но с несколько более
выраженной тромбиноподобной, плазминопо-
добной и субтилизин-подобной активностью по
сравнению с фракцией 24 и значительно большей

эластазной активностью в отношении субстрата
Suc-Ala-Ala-Ala-pNA, которая превосходила ана-
логичную активность препарата и составляла
19.3 Е/мл ×10–3.

Таким образом, полученные данные могут сви-
детельствовать о высокой специфичности протеи-
наз T. inflatum k1, т.к. они способны гидролизовать
хромогенные пептидные субстраты факторов си-
стемы гемостаза, богатые неполярными амино-
кислотами, что может быть обусловлено узким
кругом субстратов изучаемых ферментов.

Определение углеводного компонента методом
dot-блоттинга во фракциях после изоэлектрофо-
кусирования с помощью реакции на гликопротеи-
ны показало, что протеиназы входящие в состав
фракций 24 и 28 гликозилированы, а фермент
фракции 53 – не гликозилирован (рис. 3). Отсут-
ствие подобной посттрансляционной модифика-

Рис. 3. Качественная реакция на гликопротеины (показана одна и та же нитроцеллюлозная мембрана в разных контраст-
ностях и схема расположения пятен); стрелками обозначены: 1 – фракция 24; 2 – фракция 28; 3 – фракция 53; 4 – отри-
цательный контроль (БСА); 5 – положительный контроль (инвертаза).

1 2 3 4 5

Рис. 4. Влияние температуры (а) и pH (б) на активность (1) и стабильность (2) препарата протеиназ, образуемых микро-
мицетом Tolypocladium inflatum k1.
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ции позволяет рассматривать потенциальную воз-
можность клонирования и экспрессии гена, коди-
рующего целевую протеиназу, в прокариотических
клетках (Popova et al., 2019).

В результате экспериментов по свертываемо-
сти фибриногена человека и быка протеиназами
микромицета не наблюдали наличие фибриново-
го волокна по сравнению с контрольным случаем
(при добавлении тромбина). На основании этого
можно заключить, что все три протеиназы не об-
ладали коагулазной активностью, что является не-
обходимым свойством для всех фибринолитиче-
ских субстанций.

Определение температурного оптимума актив-
ности исследуемого препарата протеиназ T. infla-
tum k1 выявило, что препарат проявлял актив-
ность в интервале температур 20–65°C (рис. 4, а).
Максимальную активность препарата наблюдали
при 37°C, т.е. при температуре, соответствующей
физиологическим условиям в кровотоке человека.
При температуре 65°C активность препарата
практически отсутствовала. Изучение термоста-
бильности исследуемого препарата показало, что
препарат сохранял активность в диапазоне от 25
до 37°C в течение 2 ч. При температуре 45°C ак-
тивность уже значительно снижалась (на 55%) и
полностью отсутствовала при 65°C (рис. 4, а).

Определение зависимости активности препа-
рата протеиназ T. inflatum k1 от pH показало, что
он проявляет активность в интервале рН от 3.5 до
10.5. При более низких значениях рН – 3.0 и ниже
препарат не был активен, в щелочных условиях
практически полностью инактивировался при
рН 11.0. Максимальное значение активности на-
блюдали при рН 8.0 (рис. 4, б). Препарат был
стабилен в интервале рН 6.5–8.5 в течение 2 ч, со-
храняя 100% активности фермента. При рН 9.0 за
то же время активность сохранялась лишь на 45%
(рис. 4, б).

Таким образом, согласно полученным экспе-
риментальным данным, оптимум действия проте-
иназ T. inflatum k1, входящих в состав препарата,

находится в пределах физиологических парамет-
ров крови человека (T – 37°C, pH ~ 7.5), что также
характерно для препаратов внеклеточных протео-
литических ферментов других микромицетов, на-
пример, для Aspergillus terreus (Zvonareva et al., 2018)
и Sarocladium striсtum (Kornienko et al., 2020).

Тромболитический потенциал ферментного
препарата, полученного из культуральной жидко-
сти микромицета T. inflatum k1, исследовали в экс-
периментах по определению степени тромболизи-
са. В результате эксперимента через 30 мин лизис
фибриного сгустка составлял 32.1% (первоначаль-
ная масса фибринового сгустка под действием
препарата уменьшилась на 32.1%) через 60 мин со-
ставлял 68.6% а через 90 мин составил 91.3%
(табл. 2). Данные показатели позволяют говорить
в целом о высокой тромболитической активности
препарата.

Таким образом, у препарата протеиназ, выде-
ленного из культуральной жидкости штамма мик-
ромицета T. inflatum k1, были изучены свойства,
обуславливающие его тромболитический потен-
циал и возможность применения этого препарата
в тромботерапии. Определены температурный
(37°C) и pH-оптимум (8.0), а также условия термо-
стабильности (25–37oC) и pH-стабильности (6.5–
8.5) препарата, что соответствует физиологиче-
ским показателям организма человека. Показаны
тромболитический эффект в отношении фибри-
новых сгустков и отсутствие коагулазной актив-
ности. После изоэлектрофокусирования препара-
та получены три фракции внеклеточных белков,
содержащие протеиназы, проявляющие фибри-
нолитическую и активаторную к плазминогену
активность (максимальная во фракции 28), а так-
же обладающие специфичной протеолитической
активностью в отношении некоторых белковых
субстратов, богатых неполярными аминокислота-
ми, что может быть использовано в сосудистой
медицине для разработки тромболитических суб-
станций, а также для создания диагностических
наборов для мониторинга и профилактики нару-
шений системы гемостаза человека.

Таблица 2. Определение тромболитического потенциала препарата протеиназ Tolypocladium inflatum k1 в экспери-
ментах с лизисом фибринового сгустка

Изначальная масса 
фибринового
сгустка (M), г

M через 30 мин 
после добавления 

препарата, г

M через 60 мин 
после добавления 

препарата, г

M через 90 мин
после добавления 

препарата, г

Степень 
тромболизиса, %

0.113 ± 0.005 0.076 ± 0.005 – – 32.1 ± 4.42

0.115 ± 0.003 – 0.036 ± 0.003 – 68.6 ± 2.60

0.117 ± 0.002 – – 0.011 ± 0.002 91.3 ± 1.71
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Thrombolytic Activity and Properties of the Proteinase Produced
by the Micromycete Tolypocladium inflatum k1
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The biochemical properties and thrombolytic potential of the proteinase preparation, as well as its individual
fractions obtained after isoelectric focusing, formed by the Tolypocladium inflatum k1 micromycete strain, were
studied. It has been shown that in fractions after isoelectric focusing, a more pronounced fibrinolytic and plas-
minogen activator activity is observed as well as proteolytic activity in relation to some substrates (subtilisin-like
and elastase), which can be used for the development of new thrombolytic drugs or diagnostics for the pathology
of the human hemostasis system.
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