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Проведен поиск среди наиболее известных полимеров (альгинат, каррагинан и акриламид) для
использования в качестве носителей клеток мицелия Aspergillus ochraceus ВКМ-F4104D – проду-
цента фибринолитической протеазы-активатора протеина С плазмы крови человека при его
глубинном культивировании. Показны морфо-цитологические особенности развития мицелия
A. ochraceus ВКМ-F4104D в гранулах каррагинана и альгината кальция. Оптимизированы условия
культивирования микромицета, иммобилизованного в гранулах 3.5%-ного альгината кальция.
Показано, что иммобилизованные клетки мицелия продуцента имели повышенную стабиль-
ность и были способны синтезировать протеазу-активатор протеина С плазмы крови на макси-
мальном уровне в течение 10 сут и более. Кроме того, иммобилизованные клетки мицелия при
культивировании могли быть использованы многократно (до 5 циклов).
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Протеин С плазмы крови представляет собой
один из важных антикоагулянтных факторов, ко-
торый подавляет образование тромбина, стиму-
лирует фибринолиз и также обладает свойствами
цитопротекторной сигнальной молекулы [1–3].
Он образуется в печени в виде неактивного одно-
цепочечного предшественника и переходит в дву-
цепочечную активную форму в процессе ограни-
ченного протеолиза. В физиологических услови-
ях это достаточно сложный процесс, проходящий
на поверхности эндотелиальных клеток, в кото-
рый вовлечены тромбин и два мембранных ре-
цептора – тромбомодулин и эндотелиальный ре-
цептор протеина С (EPCR) [4, 5]. В современной
медицине и диагностике активно используются
активаторы протеина С, способные напрямую
превращать протеин С из предшественника в ак-
тивную форму [6, 7]. В состав наиболее распростра-
ненных препаратов такого типа действия входят
активаторы протеина С из яда змей, в частности
южноамериканского медноголового щитоморди-
ника Agkistrodon contortrix contortrix [8, 9].

Ранее было показано, что секретируемая вне-
клеточная протеаза, образуемая штаммом микро-
мицета Aspergillus ochraceus ВКМ-F4104D, спо-
собна активировать протеин С из неактивного
предшественника [10–12]. Изучение свойств этой
протеазы показало ее сходство с активатором
протеина С из яда Agkistrodon c. contortrix, в част-
ности, по способности к гидролизу специфичных
хромогенных субстратов, оптимуму рН и темпера-
турной стабильности, а также чувствительности к
ряду ингибиторов [13, 14]. Способность микроми-
цетов к культивированию на простых питательных
средах позволяет рассматривать протеазу, образуе-
мую микромицетом A. ochraceus, в качестве до-
ступного аналога активатора протеина С из яда
Agk. contortrix, перспективного для использования
в диагностических, медицинских и ветеринарных
целях [15, 16].

Иммобилизация клеток микроорганизмов в
гранулах различных полимерных носителей широ-
ко используется в современной биотехнологии [17].
Она позволяет существенно повысить эффектив-
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ность процесса ферментации за счет увеличения
стабильности продуцента и возможности его ис-
пользования в нескольких циклах культивирова-
ния, а также облегчения разделения культуральной
жидкости и биомассы [18, 19]. Среди наиболее по-
пулярных полимерных носителей, используемых
для иммобилизации, можно выделить альгинат
кальция, каррагинан и полиакриламид, которые
обладают хорошими механическими и адсорбци-
онными свойствами, не требуют сложных техно-
логических процессов при использовании и име-
ют невысокую стоимость [20, 21].

Цель работы – исследование влияния иммоби-
лизации микромицета A. ochraceus ВКМ-F4104D на
полимерных носителях на образование фибрино-
литической протеазы-активатора протеина С
плазмы крови человека.

МЕТОДИКА
Объект исследования. Использовали изучен-

ный ранее [15] штамм микромицета A. ochraceus
ВКМ F-4104D, продуцирующий протеазу-актива-
тор протеина С. Для получения посевного материа-
ла микромицет выращивали в пробирках на ско-
шенном сусло-агаре (3°Б) в течение 7 сут при 28°С.

Иммобилизация A. ochraceus ВКМ F-4104D.
Для иммобилизации клеток использовали акри-
ламид, альгинат кальция и каррагинан. С поверх-
ности культуры микромицета делали смыв спор
стерильной водой, содержащей 0.0001% Твин-80,
после чего споры смешивали с растворами иммо-
билизующих агентов. Полимеризацию акрила-
мида (4%) проводили добавлением персульфата
аммония и тетраметилэтилендиамина, после чего
полученный гель разрезали скальпелем на кубики
размером ребра около 3–5 мм и промывали сте-
рильной водой.

Смеси суспензии спор с растворами альгината
(2.5–5.5%) и каррагинана (3%) по каплям добавля-
ли к охлажденным растворам 0.3 М CaCl2 и 2%-ного
KCl соответственно, инкубировали в течение 8 ч
при 4°С для формирования гранул, после чего
промывали стерильной водой. Полученные гра-
нулы иммобилизованных спор A. ochraceus ВКМ
F-4104D вносили в питательную среду для даль-
нейшего культивирования.

Глубинное культивирование A. ochraceus ВКМ
F-4104D. Культивирование микромицета прово-
дили в две последовательные стадии по ранее опи-
санной схеме [15]. На предварительной стадии
смыв спор микромицета с агаризованной среды
вносили в посевную среду следующего состава (%):
сусло – 6.7, глюкоза – 1, пептон – 0.1, рН 5.5–6.0, и
выращивали в течение 2 сут. Часть биомассы пере-
носили в ферментационную среду (%): глюкоза –
3.5, гидролизат рыбной муки – 1, NaCl – 0.2,
крахмал – 0.125, пептон – 0.1, KH2PO4 – 0.05,
MgSO4 – 0.05, рН 5.5–6.0, для проведения основ-

ной стадии культивирования, во время которой
происходит наработка протеазы-активатора про-
теина С. Выращивание проводили в качалочных
колбах объемом 750 мл, содержащих 100 мл пита-
тельной среды, при температуре 28°С в шейкере-
инкубаторе Biosan ES 20/60 (“Biosan”, Латвия) при
200 об./мин.

Подбор оптимальных условий для иммобилиза-
ции. Для выбора наиболее подходящего носителя
проводили культивирование иммобилизованно-
го A. ochraceus ВКМ F-4104D в 4.0%-ном полиа-
криламиде (акриламид – 3.9%, метиленбисакри-
ламид – 0.1%), 3.5%-ном альгинате и 3.0%-ном
каррагинане [17–21], культивировали в фермен-
тационной среде с предварительным выращива-
нием в течение 2 сут в посевной среде с иммоби-
лизованным носителем (вариант 1) и без него
(вариант 2). Оценивали активность и динамику
образования протеазы-активатора протеина С в
культуральной жидкости в процессе культиви-
рования. Для подбора оптимальной концентра-
ции носителя, показавшего лучшие результаты,
его концентрацию меняли в пределах от 2.5 до
5.5% с шагом в 1%. Культивирование проводили в
качалочных колбах емкостью 750 мл, со 100 мл пи-
тательной среды и суммарным объемом гранул им-
мобилизующего носителя 25 мл при температуре
28°С, на орбитальной качалке при 200 об./мин.

Полунепрерывное культивирование иммобили-
зованного A. ochraceus ВКМ F-4104D. Выращива-
ние проводили, используя подобранные в ходе
работы оптимальные параметры. После достиже-
ния максимальной активности протеазы-актива-
тора протеина С в культуральной жидкости про-
водили замену питательной среды на свежую и
продолжали культивирование.

Определение протеолитической активности.
Ферментативную активность протеазы-актива-
тора протеина С определяли по реакции специфи-
ческого расщепления бесцветного хромогенного
пептидного субстрата п-нитроанилида тозил-гли-
цил-пролил-аргинина (Tos-Gly-Pro-Arg-pNA), со-
провождающегося накоплением окрашенного в
желтый цвет свободного п-нитроанилина, как бы-
ло описано ранее [10]. Измерение оптической
плотности проводили при 405 нм на спектрофо-
тометре “Eppendorf BioSpectrometer” (Германия).
За единицу активности (E) принимали количе-
ство мкмоль п-нитроанилина, образовавшегося в
результате гидролиза субстрата за 1 мин в 1 мл
культуральной жидкости.

Световая и сканирующая электронная микро-
скопия. Для изучения влияния иммобилизации
A. ochraceus ВКМ F-4104D на полимерных носи-
телях на морфологию мицелия на 4 сут культиви-
рования, в период максимальной продукции про-
теазы-активатора протеина С, отбирали гранулы
полимеров, содержащий гифы микромицета.
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Световую микроскопию проводили непо-
средственно изучая поверхность гранул с помо-
щью микроскопа Микромед-1 (“ЛОМО”, Рос-
сия), оснащенного камерой UCMOS05100KPA
(“Toupcam”, Китай). Для цифровой визуализа-
ции и обработки изображения использовали про-
грамму TopView.

Для сканирующей электронной микроскопии
гранулы фиксировали 2.5%-ным раствором глу-
тарового альдегида в 0.1 М фосфатном буфере
(рН 7.3) в течение 12 ч и обезвоживали в растворах
этанола возрастающей концентрации (30–96%).
После окончательной дегидратации в абсолют-
ном этаноле гранулы выдерживали 12 ч в ацетоне
и высушивали на установке HCP-2 (“Hitachi”,
Япония). Далее образцы гранул напыляли смесью
металлов Au-Pd Eiko IB-3 Ion Coater (“Hitachi”,
Япония) и исследовали с помощью сканирующего
электронного микроскопа JSM-6380LA (“Jeol”,
Япония), при ускоряющем напряжении 15 кВ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В результате иммобилизации микромицета

A. ochraceus ВКМ F-4104D в 4.0%-ном полиа-
криламиде, 3.5%-ном альгинате кальция и
3.0%-ном каррагинане были получены однород-
ные гранулы с размером около 3–5 мм (рис. 1а, 1б).
Гранулы были охарактеризованы как механиче-
ски устойчивые, не склонные к агрегации или
распаду в процессе культивирования и подгото-
вительных к нему манипуляций. При этом во всех
использованных полимерных материалах при на-
блюдении под микроскопом отмечали проникно-
вение мицелия в полимерный носитель, сопро-
вождающееся ростом мицелия как внутри, так и
на поверхности гранул носителя (рис. 1) без обра-

зования флоккул в среде, характерного для роста
не иммобилизованной культуры.

Морфо-цитологические особенности иммо-
билизованного A. ochraceus ВКМ F-4104D изуча-
ли при помощи СЭМ (рис. 2а–2е). Микроскопию
проводили для вариантов микромицета, иммоби-
лизованного в альгинате кальция и каррагинане
без предварительного культивирования в посев-
ной среде (вариант 2). Как видно на рис. 2а и 2г,
наиболее плотный слой иммобилизованного ми-
целия продуцента располагался на поверхности
гранул и имел ширину около 200 мкм. При иммо-
билизации в обоих типах полимерных носителей
развивались гифы микромицета различной тол-
щины, которая внутри гранул составляла около
4 мкм (рис. 1в, рис. 2в и 2е), а на поверхности на-
блюдали образование как тонких гиф диаметром
2.0–3.0 мкм, так и толстых гиф диаметром 7.0–
7.5 мкм (рис. 2б и 2д). Такая особенность мице-
лия оказалась характерной для A. ochraceus
ВКМ F-4104D, иммобилизованного в гранулах
как альгината кальция, так и каррагинана. Одна-
ко только при иммобилизации в альгинате каль-
ция микромицет образовывал в условиях глу-
бинного культивирования малиново-бордовый
пигмент, характерный для продуцента при росте
без иммобилизации, что подтверждало наличие
физиологических различий при иммобилизации
A. ochraceus ВКМ F-4104D в разных типах поли-
мерных носителей.

В табл. 1 приведены результаты эксперимен-
тов по выбору оптимального полимерного носи-
теля для иммобилизации и условий культивиро-
вания микромицета A. ochraceus ВКМ F-4104D.
Наибольшую активность протеазы-активатора
протеина С по сравнению с контролем со свобод-
ными клетками наблюдали при иммобилизации

Рис. 1. Гранулы полимерных носителей каррагинана (а) и альгината (б) без мицелия (1) и с иммобилизованным мице-
лием A. ochraceus (2) и гифы тонкого (двойные стрелки) и толстого (одиночные стрелки) мицелия на поверхности гра-
нул альгината (в); масштабный отрезок на фрагментах 1а и 1б – 5 мм, на фрагменте 1в – 20 мкм.

(a)

1

1 2

2

(в)

(б)
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спор продуцента в гранулах альгината кальция.
При этом максимальный выход целевого продук-
та был получен при культивировании иммобили-
зованного продуцента в ферментационной среде
без предварительного выращивания продуцента в
посевной среде (вариант № 2). Активность проте-
азы при иммобилизации микромицета в гранулах
каррагинана была также достаточно высокой, од-
нако ниже, чем при иммобилизации в гранулах
альгината кальция. При иммобилизации микроми-
цета в гранулах полиакриламида активность проте-
азы-активатора протеина С была существенно ни-
же как по сравнению с контролем, так и другими
носителями. Таким образом, для дальнейших экс-
периментов в качестве носителя был выбран аль-

Рис. 2. Сканирующая электронная микроскопия гранул альгината (а–в) и каррагинана (г–е) с иммобилизированным
мицелием A. ochraceus ВКМ F-4104D: наружный мицелий (а, г), поверхность гранул (б, д) и мицелий, включенный в
гранулы (в, е) (одиночными стрелками обозначены толстые гифы, двойными – тонкие).

100 мкм 100 мкм

20 мкм20 мкм

50 мкм 50 мкм

(a) (г)

(б) (д)

(в) (е)

Таблица 1. Образование фермента при иммобилиза-
ции микромицета A. ochraceus ВКМ F-4104D на раз-
личных носителях

Носитель для 
иммобилизации

Максимальная 
протеолитическая активность 

при различных вариантах 
культивирования,

E/мл × 10–3

вариант 1 вариант 2

Альгинат 71 139
Каррагинан 24 124
Полиакриламид 12 2
Без иммобилизации 118 нет данных
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гинат кальция с оптимальным режимом культиви-
рования в ферментационной среде (вариант № 2).

Для выбора оптимальной концентрации аль-
гината кальция для иммобилизации и выхода
фермента измеряли активность протеазы-акти-
ватора протеина С во время культивирования
микромицета с концентрациями гранул альги-
ната кальция от 2.5 до 5.5%. Как видно на рис. 3,
разброс значений активности протеазы-актива-
тора протеина С в исследуемом диапазоне кон-
центраций альгината оказался небольшим −
110–130 Е/мл × 10–3. Наивысшее значение на-
блюдали при концентрации альгината кальция
3.5% (145 Е/мл × 10–3). Для проведения дальней-
ших экспериментов по изучению динамики обра-
зования протеиназы при полунепрерывном куль-
тивировании использовали эту концентрацию
носителя. Полученные результаты хорошо согла-
совывались с данными литературы, согласно кото-
рым оптимальная концентрация альгината кальция
для иммобилизации клеток микроорганизмов
находится в диапазоне от 2.0 до 5.0% [17–21].

На рис. 4 приведена динамика образования
протеазы-активатора протеина С при глубинном
культивировании иммобилизованного в альги-
нате кальция и свободнорастущего микромицета
A. ochraceus ВКМ F-4104D в течение 14 сут. По-
казано, что активность фермента достигла свое-
го максимального значения на 3–4 сут культиви-
рования при выращивании продуцента без но-
сителя, после чего снижалась в 2 раза на 6–7 сут
и в 4 раза – на 10 сут. В тоже время при культиви-
ровании иммобилизованного микромицета мак-
симальный уровень активности фермента также
наблюдали на 4 сут культивирования, а затем этот
уровень активности практически не изменялся в
течение последующих 10 сут, что свидетельствова-
ло о более стабильном синтезе целевого продукта
иммобилизованным продуцентом по сравнению
со свободно растущим.

Для исследования возможности многократного
использования иммобилизованного в альгинате
кальция микромицета в биотехнологических про-
цессах было проведено пять циклов полунепрерыв-
ного культивирования A. ochraceus ВКМ F-4104D с
заменой питательной среды на свежую перед каж-
дым циклом. Активности целевого фермента в куль-
туральной жидкости, полученные в процессе такого
культивирования, показаны на рис. 5. Наибольшую
активность наблюдали в первых трех циклах выра-
щивания, после чего наблюдали снижение выхода
активности примерно на треть по сравнению с пер-
воначальными значениями. Полученные результаты
показали возможность многократного повторения
культивирования иммобилизованного в альгинате
кальция микромицета A. ochraceus ВКМ F-4104D
для получения протеазы-активатора протеина С.

Таким образом, установлено, что иммобили-
зация микромицета A. ochraceus ВКМ F-4104D на

Рис. 3. Зависимость максимальной активности про-
теазы-активатора протеина С от концентрации аль-
гината кальция при иммобилизации.
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Рис. 4. Динамика образования протеазы-активатора
протеина С при глубинном культивировании микро-
мицета A. ochraceus ВКМ F-4104D, иммобилизованно-
го в альгинате кальция (1) и без иммобилизации (2).
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Рис. 5. Образование протеазы-активатора протеина С
в нескольких циклах полунепрерывного культивиро-
вания микромицета A. ochraceus ВКМ F-4104D, им-
мобилизованного в альгинате кальция.
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ВЛИЯНИЕ ИММОБИЛИЗАЦИИ МИКРОМИЦЕТА Aspergillus ochraceus 379

полимерных носителях увеличивала время образо-
вания фибринолитической протеазы-активатора
протеина С плазмы крови, повышала стабильность
продуцента и позволяла многократно использовать
в процессе полунепрерывного культивирования.
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Immobilization on Polymeric Carriers Effect on the Pro-Duction 
of Fibrinolytic Protease-Activator of Blood Plasma Protein C 

by Aspergillus ochraceus VKM-F4104D
S. K. Komarevtseva, b, S. N. Timorshinaa, M. R. Leontievaa, S. V. Shabuninb,

E. S. Lobakovaa, and A. A. Osmolovskiya, b, *
aBiological Faculty, Moscow State University named after M.V. Lomonosov, Moscow, 119234 Russia

bAll-Russian Scientific Research Veterinary Institute of Pathology, Pharmacology and Therapy, Voronezh, 394087 Russia
*e-mail: aosmol@mail.ru

A search among the most known polymers (alginate, carrageenan and acrylamide) for use as carriers of my-
celium cells of Aspergillus ochraceus VKM-F4104D, a producer of fibrinolytic protease-activator of protein C
in human blood plasma during its deep cultivation was carried out. Morpho-cytological features of the devel-
opment of A. ochraceus VKM-F4104D mycelium in granules of carrageenan and calcium alginate are shown.
The conditions for cultivation of micromycete immobilized in granules of 3.5% calcium alginate were opti-
mized. It was shown that the immobilized cells of the producer’s mycelium had increased stability and were
able to synthesize the protease-activator of protein C of blood plasma at the maximum level for 10 days or
more. In addition, immobilized mycelium cells during cultivation can be used repeatedly (up to 5 cycles).

Keywords: polymer carriers, immobilization, Aspergillus ochraceus VKM-F4104D, protein C activator, fibrino-
lytics
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