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Показано, что микромицет A. flavus О-1 секретирует комплекс по меньшей мере из двух протеоли-
тических ферментов. Методом препаративного изоэлектрофокусирования был выделен наиболее
активный фермент и охарактеризован как сериновая протеиназа с молекулярной массой 17 кДа и
pI 7.82. Протеиназа обладала широкой субстратной специфичностью и была способна расщеплять
такие фибриллярные белки, как коллаген, эластин и фибрин.
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Протеиназы микроорганизмов составляют
около 60% всех промышленных ферментов в ми-
ре [1]. Микроскопические грибы – микромице-
ты, способны продуцировать различные протео-
литические ферменты, в большинстве случаев –
внеклеточные, относящиеся к классам серино-
вых, аспартильных и металлопротеиназ [2]. Про-
теиназы микромицетов разнообразны как по
условиям секретирования, условиями действия
(температура, рН), так и по молекулярной массе,
строению и субстратной специфичности.

В настоящее время протеолитические фермен-
ты активно применяются в различных отраслях,
таких как пищевая промышленность (обработка
мяса, ускорение созревания сыров и пр.), сель-
ское хозяйство, кожевенное и меховое производ-
ство (для удаления волос, размягчения и обезжи-
ривания), бытовая химия (в качестве детергентов
в моющих средствах). Целевое применение они
приобрели также в фармакологии и медицине, так
как входят в основу препаратов, направленных на
улучшение пищеварения, уменьшение воспале-
ния, ускорение ранозаживления, восстановление
гемостаза [3, 4]. Наиболее широко применяются
протеиназы, активные в щелочных условиях: при
получении моющих средств, в пищевой промыш-
ленности, при выделке кож, в медицине [5]. В ме-
дицине и косметологии в основном используются

ферменты, расщепляющие коллаген (коллагено-
литическая активность), эластин (эластолитиче-
ская активность), фибрин (фибринолитическая
активность) и фибриноген (фибриногенолитиче-
ская активность) [5].

Большинство видов аспергиллов в процессе ро-
ста и развития секретируют протеиназы с разными
свойствами, что определяет их прикладное значе-
ние. Aspergillus flavus – условно патогенный пред-
ставитель рода Aspergillus, наиболее часто выделяе-
мый из почвы, воздуха, обитающий на старых кни-
гах и перьевых подушках, в кондиционерах и
увлажнителях воздуха. Отдельные штаммы A. fla-
vus выделены из зерен пшеницы и бобовых [6].

Известно, что микромицет A. flavus образует
протеиназы, способные расщеплять эластин [7],
гидролизовать фибрин, проявляя плазминоподоб-
ную активность, и активировать некоторые про-
ферменты системы гемостаза [8]. В экзопротеоме
A. flavus преобладают различные изоформы щелоч-
ной сериновой протеиназы, а также металлопроте-
иназы с эластолитической активностью [9]. Ме-
таллопротеиназы микромицета были охарактери-
зованы как эластазы, способные расщеплять не
только эластин, но также коллаген, овальбумин и
др. [10, 11]. Для некоторых изоформ сериновых
протеиназ была также показана эластолитическая
активность [12, 13]. Предположительно, именно
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сериновая протеиназа является основным IgE-свя-
зывающим аллергеном A. flavus [14]. В определен-
ных условиях культивирования A. flavus способен
выделять протеиназы, обладающие коллагеноли-
тической активностью [15].

Цель работы – изучение особенности образо-
вания и протеолитические свойства внеклеточ-
ных протеиназ микромицета A. flavus О-1 по от-
ношению к фибриллярным белкам.

МЕТОДИКА

Культивирование микромицета. Микромицет
A. flavus О-1 был получен из коллекции микро-
организмов кафедры микробиологии биологи-
ческого факультета МГУ. Культуру поддержива-
ли на скошенном сусло-агаре, хранили при тем-
пературе 25°С.

Получение препарата внеклеточных протеиназ
микромицета A. flavus О-1. Для выделения протео-
литических ферментов микромицет культивиро-
вали в глубинных условиях в шейкере-инкубато-
ре ES – 20/60 (“Biosan”, Латвия) при 200 об./мин
в качалочных колбах объемом 750 мл со 100 мл
питательной среды при 28°С в течение 2 сут на
посевной среде (%): сусло – 6.7, глюкоза – 2.0,
пептон – 0.1. После окончания сроков выращива-
ния часть полученного посевного материала пе-
реносили в ферментационную среду следующего
состава (в %): глюкоза – 3.0, глицерин – 7.0, гид-
ролизат рыбной муки – 0.5, NaNO3 – 0.2, KH2PO4 –
0.05, MgSO4 – 0.05.

Для подбора оптимальных условий для секре-
ции культурой A. flavus О-1 внеклеточных проте-
иназ, поддерживали различные значения pH сре-
ды (от 3 до 9), и температуры (24, 28, 30 и 32°С).
Изучали динамику роста и образования протеи-
наз микромицетов в течение 7 сут, ежедневно
определяя прирост биомассы и накопление про-
теолитических ферментов. Биомассу гриба отде-
ляли фильтрованием, а затем высушивали при
86°С до постоянной массы, рассчитывая ее при-
рост в мг/мл среды.

Для получения препарата внеклеточных про-
теиназ продуцента биомассу отделяли от культу-
ральной жидкости фильтрованием через филь-
тровальную бумагу (“ФС”, Россия). Внеклеточ-
ные белки осаждали сульфатом аммония, доводя
его концентрацию до 80% от насыщения. Осадок
белков формировался при 4°С в течение 12 ч, по-
сле чего его отделяли центрифугированием при
15000 g 20 мин при 4°С, затем растворяли в мини-
мальном объеме 0.01 М Трис-HCl-буфера, рН 8.2,
с 0.002 М ацетатом кальция, а затем диализовали
в диализных мешочках против этого же буфера 12 ч
при 4°С на магнитной мешалке. Диализованный
раствор белков центрифугировали в тех же усло-

виях для удаления нерастворимой части осадка и
лиофильно высушивали.

Определение белка. Концентрацию белка опре-
деляли спектрофотометрическим методом по по-
глощению при 280 нм. Поглощение при 280 нм в
кювете с длиной оптического пути 1 см, равное 1.0
в 1 мл принимали за одну оптическую единицу
(о.е., А280) [16].

Разделение препарата внеклеточных протеиназ.
Фракционирование протеиназ лиофильно высу-
шенного препарата осуществляли в колонке объ-
емом 110 мл (“LKB”, Швеция) в градиенте плот-
ности сахарозы 0–40% по методу Вестерберга [17],
используя амфолины с рН 3.5–10 (“LKB”, Шве-
ция) при 4°С, напряжении 800 В в течение 36 ч.
После проведения изоэлектрофокусировки со-
держимое колонки собирали фракциями объе-
мом 1.5 мл с помощью коллектора фракций. В
каждой фракции определяли потенциометриче-
ски изоэлектрическую точку (рI), поглощение
при 280 нм и протеолитическую активность.

Электрофорез белков в ПААГ. Для определения
молекулярной массы протеиназы использовали
электрофорез в ПААГ c ДСН по Лэммли [18] на
приборе для вертикального электрофореза VE-10
(“Helicon”, Россия). Концентрация акриламида в
верхнем слое геля была 6.0%, нижнем – 7.5%.
Электрофоретическое разделение белков прово-
дили при силе тока 100 мА и напряжении 200 В.
Для определения молекулярной массы протеиназ
использовали набор метчиков Unstained Protein
Molecular Weight Marker (“Thermoscientific”, США).
Окрашивание белков в геле проводили раствором
Кумасси G-250 в 3.5%-ной хлорной кислоте. От-
мывку гелей от красителя осуществляли 7%-ной
уксусной кислотой.

Ингибиторный анализ. Для изучения действия
ингибиторов на активность протеиназ, секрети-
руемых культурой A. flavus O-1, использовали сле-
дующие соединения: ЭДТА (1.1 мг/мл) – ингиби-
тор металлопротеиназ, п-хлормеркурибензоат
(п-ХМБ, 0.5 мг/мл) – ингибитор цистеиновых
протеиназ, фенилметилсульфонил фторид (PMSF,
0.3 мг/мл) – ингибитор сериновых протеиназ,
TLSK (0.4 мг/мл) – ингибитор трипсиновых про-
теиназ и TPSK (0.4 мг/мл) – ингибитор химот-
рипсиновых протеиназ; соевый ингибитор трип-
сина (1.1 мг/мл) – ингибитор трипсиновых проте-
иназ. Действие ингибиторов исследовали при
соотношении фермент : ингибитор – 1 : 10 и 1 : 100
[19]. После инкубации фермента с ингибитором в
течение 1 ч определяли остаточную активность
фермента по описанному выше методу и выража-
ли в процентах от контроля (без ингибитора).

Определение протеолитической активности с на-
тивными белковыми субстратами. Общую протеоли-
тическую активность проверяли с помощью реак-
ции расщепления казеина модифицированным
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методом Ансона-Хагихары [20, 21], определяя ко-
личество тирозина в неосаждаемых трихлорук-
сусной кислотой (ТХУ) продуктах протеолиза по-
сле десятиминутного гидролиза 1%-ного раство-
ра казеина в 0.1 М Трис-HCl буфере, рН 8.0–8.2
при 37°С. К 200 мкл пробы добавляли 400 мкл
раствора казеина. Реакцию останавливали добав-
лением 600 мкл 10%-ной ТХУ. Осадок центрифу-
гировали 10 мин при 12400 g и определяли погло-
щение раствора при 275 нм. За единицу активности
(ЕТир) принимали количество мкмоль тирозина,
образовавшегося за 1 мин в заданных условиях.

Фибринолитическую активность определяли,
добавляя к 200 мкл пробы 400 мкл 1%-ной сус-
пензии фибрина в 0.1 М Трис-HСl буфере, рН 8.2.
Время реакции при 37°С составляло 30 мин. Реак-
цию останавливали добавлением 600 мкл 10%-ной
ТХУ, осадок отделяли центрифугированием и
определяли поглощение при 275 нм. Активность
выражали в ЕТир.

Определение протеолитической активности с
окрашенными белковыми субстратами. Определе-
ние коллагенолитической активности проводили
с использованием в качестве субстрата азоколла
(“Sigma-Aldrich”, США). К 200 мкл пробы добав-
ляли 400 мкл суспензии 2%-ного азоколла в 0.05 М
Трис-HСl буфере, рН 8.2. Полученную смесь инку-
бировали при 37°С на термошейкере (600 об./мин) в
течение 30 мин. Реакцию останавливали добавле-
нием 600 мкл 10%-ной ТХУ, после чего осадок от-
деляли ценнтрифугированием и спектрофотомет-
рически определяли поглощение пробы при длине
волны 519 нм. За единицу активности (Eазк) прини-
мали количество фермента, приводящее к увели-
чению оптической плотности продуктов реакции
на 0.1 ед.

Протеолитическую активность с High Powder
Azur (HPA, “Calbiochem”, США) определяли, до-
бавляя к 250 мкл пробы 400 мкл суспензии
0.2%-ного HPA в 0.05 М Трис-HСl буфере, рН 8.2.
Полученную смесь инкубировали при 37°С на
термошейкере при 600 об./мин в течение 15 мин.
Реакцию останавливали добавлением 750 мкл
10% ТХУ, после чего осадок центрифугировали и
спектрофотометрически определяли поглощение
пробы при длине волны 525 нм. За 1 ед. активно-
сти принимали количество фермента, приводя-
щее к увеличению оптической плотности продук-
тов реакции на 0.1.

Азоказеиназную активность определяли с ис-
пользованием субстрата азоказеина (“Sigma-Al-
drich”, США). В реакционной смеси к 100 мкл
пробы добавляли 250 мкл суспензии 0.2%-ного
азоказеина в 0.1 М Трис-HСl буфере, рН 8.2. По-
лученную смесь инкубировали при 25°С в тече-
ние 30 мин. Реакцию останавливали добавлением
100 мкл 10%-ного ТХУ, после чего осадок центри-
фугировали и спектрофотометрически определя-

ли поглощение пробы при длине волны 340 нм. За
1 ед. активности принимали количество фермен-
та, приводящее к увеличению оптической плот-
ности продуктов реакции на 0.1.

Определение амидолитической активности с
хромогенными пептидными субстратами. Актив-
ность определяли по реакции с субстратами эла-
стазы (Suc-Ala-Ala-Ala-pNA), субтилизина (Z-Ala-
Ala-Leu-pNA), плазмина (H-DVal-Leu-Lys-pNA),
тромбина (Tos-Gly-Pro-Arg-pNA), тканевого ак-
тиватора плазминогена (dIle-Pro-Arg-pNA), уро-
киназы (pGlu-Gly-Arg-pNA), фактора Ха (Z-D-
Arg-Gly-Arg-pNA), активированного протеина С
(pGlu-Pro-Arg-pNA) и химотрипсина (Ac-Phe-pNA).
Для проведения реакций к 200 мкл пробы добав-
ляли по 100 мкл субстрата 0.5 мг/мл в Трис-HCl
буфере, pH 8.2 и 50 мкл 0.05 М Трис-HСl буфера,
рН 8.2. Время реакции при 37°С – 5 мин. Реакцию
останавливали добавлением 200 мкл 50%-ной ук-
сусной кислоты, после чего определяли погло-
щение спектрофотометрически при 405 нм. За
1 ед. активности (ЕрNA) принимали количество
отщепившегося pNA за 1 мин.

Определение протеолитической активности ме-
тодом фибриновых пластин. Фибринолитическую
и активаторную по отношению к плазминогену
активности определяли на фибриновых пластинках
по методу Аструпа–Мюллерца-Лассена [22, 23].
Для приготовления фибриновой пластинки в
чашке Петри смешивали 9 мл раствора 0.5%-ного
фибриногена (“Sigma-Aldrich”, США) и 250 мкл
0.4%-ного тромбина. На поверхность пластинок
наносили по 30 мкл пробы, после чего чашки ин-
кубировали в термостате при 37°С. Измерения
зон лизиса проводили через 3 и 24 ч инкубации.
Активность выражали в условных единицах на
1 мл пробы. За 1 усл. ед. принимали количество
фермента вызывающего зону гидролиза фибри-
новой пластины в 1 мм2.

Для приготовления фибриновой пластины со
смесью фибриллярных белков в чашке Петри сме-
шивали 9 мл раствора, содержащего 0.5% фибри-
ногена, 0.5% коллагена (“Sigma-Aldrich”, США),
0.5% эластина (“Sigma-Aldrich”, США) и 250 мкл
0.4%-ного тромбина (“Sigma-Aldrich”, США). Для
растворения фибриллярных белков и тромбина
использовали смесь физиологического раствора
и 0.05 М Трис-HCl буфера, рН 8.2. На поверх-
ность пластинок наносили по 30 мкл пробы, по-
сле чего чашки инкубировали в термостате при
37°С. Измерения зон лизиса проводили через 3 и
24 ч инкубации. Активность выражали в услов-
ных единицах на 1 мл пробы.

Определение наличия углеводных фрагментов в
составе протеиназы A. flavus O-1. Реакцию на гли-
копротеины, присутствующие в белковом образ-
це, проводили методом дот-блоттинга на нитро-
целлюлозных мембранах, как описано ранее [24].
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В качестве положительного контроля на реакцию
использовали раствор внеклеточной дрожжевой
инвертазы, в качестве отрицательного – БСА, в
концентрациях 0.5 мг/мл.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Микромицет Aspergillus flavus Link принадле-

жит к анаморфам грибов аскомицетного аффи-
нитета: роду Aspergillus, семейству Aspergillaceae,
порядка Eurotiales, класса Eurotiomycetes, отдела
Ascomycota. Обычно представителей этого вида
выделяют из почвы, растительных и животных
остатков; встречаются условно-патогенные и
патогенные виды.

Подбор оптимального рН среды для роста и
образования протеаз A. flavus О-1 показал, что
наибольшая общая протеолитическая (казеино-
литическая) активность наблюдалась при рН 6–
6.5, в то время как продуктивность мицелия по
образованию фермента была выше при культиви-
ровании в среде с рН 8.0–9.0 (рис. 1а). Макси-
мальное значение фибринолитической активно-
сти и продуктивность образования фермента на-
блюдали при трех значениях pH – 9.0, а также 6.0
и 7.0, при рН 4.0 фермент не секретировался в
среду совсем (рис. 1в). Наибольшая эластолити-
ческая активность A. flavus О-1 и ее образование
на единицу биомассы наблюдались на среде с pH 3.0
и 4.0, при выращивании на среде с pH 5.0 и 5.5 ак-
тивность не детектировалась (рис. 1г). Результаты
определения активности коллагеназы в культу-
ральной жидкости (КЖ) A. flavus О-1 показали, что
оптимальный pH среды для синтеза фермента – 6.5.
При этом pH наблюдались высокие как активность
фермента, так и продуктивность мицелия гриба.
Также высокая продуктивность наблюдалась при
pH 3.0 и 8.0. При выращивании на среде с pH 4.0 и
5.0 активность не обнаруживали (рис. 1б).

В результате эксперимента по подбору опти-
мальной температуры, для образования протеи-
наз у A. flavus О-1 установлен диапазон темпера-
тур от 24 до 30°С (рис. 2а). Фибринолитическая и
эластолитическая активности, а также продук-
тивность микромицета, были наибольшими при
температуре культивирования 24° (рис. 2б, 2г), а
коллагенолитическая –30°С (рис. 2в).

Таким образом, для A. flavus О-1 характерно
образование нескольких протеолитических фер-
ментов с различной специфичностью при раз-
личных условиях культивирования при различ-
ных температурах и рН среды.

Дальнейшее культивирование гриба проводи-
ли при pH среды 6.5 и температуре 28°С. Изуче-
ние динамики образования протеолитических
ферментов культурой A. flavus О-1 показало, что
фибринолитическая активность имела один мак-
симум, соответствующий экспоненциальной фазе

роста, приходящейся на 1 сут роста, а казеинолити-
ческая – несколько. Первый пик протеолитиче-
ской (казеинолитической) активности приходился
на 2 сут и соответствовал фазе замедления роста.
Второй пик приходился на 4 сут и соответствовал
фазе отмирания (рис. 3а).

Для коллагенолитической и эластолитической
активности выявлено несколько максимумов об-

Рис. 1. Влияние рН среды культивирования на актив-
ность протеолитических ферментов A. flavus О-1: а –
общая протеолитическая активность (1) и продуктив-
ность (2), б – коллагенолитическая активность (1),
продуктиность (2), в – фибринолитическая актив-
ность (1), продуктивность (2), г – эластолитическая
активность (1), продуктивность (2).

300

250

200

150

100

50

25

20

15

10

5

00
3.0 4.0 5.0 5.5 6.0

1

2

6.5 7.0 8.0 9.0

(а)

Е
ти

р/
м

г

Е
ти

р/
м

л

0.18

0.14
0.16

0.12
0.10

0.06

0.02

0.08

0.04

0.012

0.008

0.002

0.010

0.006
0.004

00
3.0 4.0 5.0 5.5 6.0

1

2

6.5 7.0 8.0 9.0

(б)

Е
аз

к/
м

г

Е
аз

к/
м

л
50

30

40

20

10

3.5

2.5

1.0

3.0

2.0
1.5

0.5
00

3.0 4.0 5.0 5.5 6.0

1

2

6.5 7.0 8.0 9.0

(в)

Е
ти

р/
м

г

Е
ти

р/
м

л

9
8
7
6
5

3
4

2
1

800

200

700
600
500
400
300

100
00

3.0 4.0 5.0 5.5 6.0
pH

1

2

6.5 7.0 8.0 9.0

(г)

Е
pN

A
/м

г

Е
pN

A
/м

л



462

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 57  № 5  2021

ГАЛИАКБЕРОВА и др.

разования – на 1 и 4 сут для первой и на 1 и 3 для
второй соответственно. Первые максимумы актив-
ности соответствовали экспоненциальной фазе ро-
ста культуры, тогда как вторые – фазе отмирания
(рис. 3б). Так как максимумы изученных активно-
стей приходились на одни и те же сутки культиви-

рования, то, можно предположить, что микроми-
цет секретировал фермент, обладающий обоими
типами активности.

Для всех изученных видов активности наблю-
дался волнообразный характер образования фер-
ментов, что часто встречается у микромицетов, и
вероятнее всего связано с особенностями транс-
порта внеклеточных ферментов из клеток.

Таким образом, по результатам изучения ди-
намики накопления протеиназ, можно предполо-
жить, что A. flavus О-1 секретировал два фермен-
та. Один фермент обладал фибринолитической,
коллагенолитической и эластолитической актив-
ностью с максимумом активности на 1 сут, вто-
рой – с общей протеолитической активностью и
максимумом на 2 сут.

На следующем этапе был получен лиофилизи-
рованный комплексный препарат протеиназ
A. flavus О-1, который исследовали на протеоли-
тическую активность по отношению к фибрилляр-
ным белкам. Анализ проводили с использованием
азоколлагена, НРА (High Power Azur), азоказеи-
на, фибриновых пластин и пластин со смесью
белков (коллаген, фибрин, эластин) (табл. 1 и 2).

Рис. 2. Влияние температуры на активность протео-
литический ферментов A. flavus О-1: а – общая про-
теолитическая активность, б – коллагенолитическая
активность, в – фибринолитическая активность, г –
эластолитическая активность. 1 – общая активность;
2 – продуктивность.
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Рис. 3. Динамика роста культуры A. flavus О-1 (б) и об-
разования внеклеточных протеиназ (а): 1 – биомасса,
2 – общая протеолитическая активность, 3 – фибри-
нолитическая активность, 4 – эластазная активность,
5 – коллагенолитическая активность.
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Протеазы комплексного препарата микромице-
та A. flavus О-1 в концентрации 5 мг/мл показали
невысокую протеолитическую активность с НРА и
высокую казеинолитическую активность (табл. 1).

Выраженная фибринолитическая, а также со-
путствующие ей коллагенолитическая и эласто-
литическая активности исследуемых протеиназ

показаны на рис. 4, видны четкие зоны лизиса
фибриновых пластин и модифицированных пла-
стин со смесью фибриллярных белков. Актива-
торная к плазминогену активность протеиназ на-
блюдалась на непрогретых фибриновых пласти-
нах. Кроме того, наблюдали четкую зависимость
активности протеиназы от ее концентрации. Как

Таблица 1. Протеолитическая активность комплексного препарата протеиназ A. flavus О-1

Субстрат Единицы измерения Активность
комплексного препарата

Активность выделенной 
после ИЭФ протеиназы

Азоколлаген Eазк/мг 0.199 2.48
Азоказеин Усл. ед./ мг 7.68 69.05
НРА Усл.ед./мг 0.1 1.61
Suc-Ala-Ala-Ala-pNA ЕpNA/мг 2.099 9.48

Таблица 2. Действие комплексного препарата протеиназ A. flavus О-1 на фибриновые пластины разного состава

Вариант фибриновой пластины Время 
инкубации, ч

Активность препарата, усл. ед./мл

2 мг/мл 1 мг/мл 0.5 мг/мл

Фибрин с добавлением плазминогена

3

519.48 417.9 284.7

Фибрин 748.41 417.9 367.13

Фибрин с добавлением коллагена и эластина 479.5 384.6 333

Фибрин с добавлением плазминогена

24

3625.5 2800.5 1998

Фибрин 4375.6 2251.08 1995.5

Фибрин с добавлением коллагена и эластина 4495.5 3476.5 2562.4

Рис. 4. Протеолитическая активность комплексного препарата протеиназ A. flavus О-1 по отношению к фибрилляр-
ным белкам: а, б – фибриновая пластина с примесью плазминогена (фибринолитическая и активаторная к плазмино-
гену активность); в, г – фибриновая пластина (фибринолитическая активность); д, е – модифицированная фибрино-
вая пластина примесью коллагена и эластина, а, в, д – 3 ч, б, г, е – 24 ч инкубации.

(a) (в) (д)

(б) (г) (е)



464

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 57  № 5  2021

ГАЛИАКБЕРОВА и др.

видно из рис. 4, площадь зоны лизиса через 3 ч ин-
кубации возрастала с увеличением концентрации
раствора фермента, нанесенного на фибриновые
пластины (рис. 4а, 4в, 4д). Эта зависимость сохра-
нялась и через 24 ч инкубации (рис. 4б, 4г, 4е).
В табл. 2 представлены значения протеиназы пре-
парата, рассчитанные из величины площадей зон
лизиса фибриновых пластин. Наличие на моди-
фицированных пластинах со смесью фибрилляр-
ных белков вкраплений в зоне лизиса указывало
на неполное расщепление протеазами коллагена
и эластина в условиях эксперимента.

Для дальнейшего исследования состава ком-
плексного препарата белков микромицета A. fla-
vus О-1 и их разделения использовали метод
изоэлектрофокусирования, который показал
присутствие основного активного белка с про-
теолитической активностью с pI 7.82 (рис. 5).

В результате проведения электрофореза в
ПААГ с ДСН была установлена молекулярная
масса фермента около 17 кДа (рис. 6).

Изучение активности выделенной протеиназы
по отношению к различным белковым субстра-
там – азоказеину, азоколлагену и НРА показало,

Рис. 5. Изоэлектрофокусирование препарата внекле-
точных протеиназ микромицета A. flavus О-1. 1 – про-
теолитическая активность, 2 – рН, 3 – белок.
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активных фракций после изоэлектрофокусирова-
ния. М – метчики, фракции: Ф13 (№ 13), Ф 27 (№ 27)
и Ф 30 (№ 30). (В скобках номера фракций, получен-
ных при изоэлектрофокусировании).
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Рис. 7. Протеолитическая активность протеиназы
A. flavus О-1 по отношению к фибриллярным белкам.
1 – фибрин с примесью плазминогена; 2 – фибрин;
3 – фибрин с примесями коллагена и эластина.
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Таблица 3. Амидолитическая активность протеиназы A. flavus О-1

Хромогенный пептидный субстрат Расщепляющий фермент ЕpNA/мл

Suc-Ala-Ala-Ala-pNA Эластаза 10.44
Z-Ala-Ala-Leu-pNA Субтилизин 0
H-DVal-Leu-Lys-pNA Плазмин 37.18
Tos-Gly-Pro-Arg-pNA Тромбин 48.14
dIle-Pro-Arg-pNA Тканевой активатор плазминогена 0
pGlu-Gly-Arg-pNA Урокиназа 0
z-D-Arg-Gly-Arg-pNA Фактор Xа 0
Pyr-Glu-Arg-pNA Протеин С 0
Ac-Phe-pNA Химотрипсин 0
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что протеиназа обладала выраженной казеиноли-
тической активностью, а также гидролизовала
субстраты азоколлаген и НРА (табл. 1). Изучение
субстратной специфичности фермента с различ-
ными хромогенными пептидными субстратами
позволило выявить активность эластазы, а также
высокие плазминоподобную и тромбиноподоб-
ную активности (табл. 3). Наличие плазминопо-
добной активности могло свидетельствовать о
способности фермента к лизису фибрина. Актив-
ность по отношению к остальным протестиро-
ванным субстратам не была выявлена.

Методом фибриновых пластин было показа-
но, что протеиназа обладала способностью к рас-
щеплению фибрина и комплексного субстрата из
фибриллярных белков, состоящего из фибрина,
коллагена и эластина (рис. 7).

Для определения типа катализа протеиназы
был проведен ингибиторный анализ, с использо-
ванием ингибиторов на различные классы проте-
иназ (табл. 4). В реакции с PMSF, ингибитором
сериновых протеиназ, при соотношении фер-
мент : ингибитор, равном 1 : 100, наблюдалось по-
чти полное ингибирование активности фермента.
Принадлежность изучаемой протеиназы к классу
сериновых протеиназ подтверждалось также ре-
акцией с TPSK – ингибитором химотрипсиновых
протеиназ, при которой происходило ингибиро-
вание активности почти в два раза (табл. 4). Кро-
ме того, наблюдалось слабое ингибирование фер-
мента ЭДТА – ингибитором металлопротеиназ.

Поскольку после синтеза в клетке фермент мо-
жет подвергаться посттрансляционной модифи-
кации, например, в том числе присоединяя угле-
водные фрагменты, было проведено определение
их присутствия в составе выделенной протеиназы
A. flavus O-1. Результаты показали отсутствие уг-
леводных фрагментов в составе протеиназы, то
есть фермент не гликозилирован (рис. 8).

Ранее из различных штаммов A. flavus были
выделены различные протеиназы, обладающие
эластинолитической активностью. Так, была вы-
делена протеиназа с молекулярной массой 23 кДа
и изоэлектрической точкой 7.6 с оптимумом ак-
тивности при pH 8.0 и 50°C [10]. Штамм A. favus
NRRL 18543 секретировал эластазу с молекуляр-
ной массой 35 кДа, которая впоследствии подвер-
галась автолизу в культуре до более стабильной
формы с молекулярной массой 23 кДа. Очищен-
ная протеиназа с массой 23 кДа, по-видимому,
была членом семейства металлопротеаз из-за
сильного ингибирования хелатирующими аген-
тами ЭДТА и 1,10-фенантролином. Показано, что
эта эластаза термостабильна, устойчива к протео-
лизу и способна гидролизовать широкий спектр
белковых субстратов, включая как гидрофобные
белки (эластин, запасной белок семян хлопка,
коллаген), так и растворимые белки (овальбумин,

альбумин бычьей сыворотки) [11]. Поиск основно-
го белка-аллергена A. flavus показал, что таковым
является сериновая протеиназа с массой 34 кДа,
которая имела значительное сходство с эластино-
литической протеиназой A. fumigatus [13, 14].

Таким образом, по-видимому A. flavus спосо-
бен образовывать несколько протеиназ с различ-
ными молекулярными массами.

Дальнейшие исследования показали, что ще-
лочная протеиназа – один из широко распростра-
ненных белков экзопротеома A. flavus. Этот фер-
мент принадлежит к семейству сериновых про-
теиназ с эластинолитической активностью [24].
Оказалось, что данная протеиназа существует в ви-
де 24 различных протеоформ с разной pI и молеку-
лярной массой. На основе спектральных подсчетов
было показано, что среди идентифицированных
экзоферментов наиболее распространенным бел-

Рис. 8. Дот-блоттинг гликопротеинов в молекулах
протеиназы A. flavus О-1 (Ф30) с ШИК–реактивом,
инвертаза (К+, положительный контроль) и БСА (К–,
отрицательный контроль).

K+ Ф30 K–

Таблица 4. Ингибиторный анализ протеиназы A. flavus
О-1

Ингибитор
Соотношение

фермент : 
: ингибитор

Остаточная 
активность,

%

Контроль
(без ингибитора)

– 100.0

ЭДТА 1 : 10 69.8

1 : 100 86.6

п-ХМБ 1 : 10 100.0

1 : 100 100.0

TLSK 1 : 10 100.0

1 : 100 100.0

TPSK 1 : 10 55.7

1 : 100 60.7

Соевый ингиби-
тор трипсина

1 : 10 100.0

1 : 100 100.0

PMSF 1 : 10 48.7

1 : 100 2.6
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ГАЛИАКБЕРОВА и др.

ком является внеклеточная металлопротеиназа, а
на втором месте – щелочная протеиназа [9].

В работе было показано, что штамм A. flavus О-1
секретирует комплекс по меньшей мере из двух
протеолитических ферментов. Препаративным
изоэлектрофокусированием был выделен наибо-
лее активный фермент. Им оказалась негликози-
лированная сериновая протеиназа с молекуляр-
ной массой 17 кДа и pI 7.82. Протеиназа обладала
широкой субстратной специфичностью и была
способна расщеплять такие фибриллярные бел-
ки, как коллаген, эластин и фибрин.
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Formation And Properties of Extracellular Proteinase 
of Micromycete Aspergillus flavus O-1, Active Toward Fibrillary Proteins

A. A. Galiakberovaa, D. M. Bednenkoa, V. G. Kreyera, A. A. Osmolovskiya, *, and N. S. Egorovb

aBiological Faculty, Moscow State University M.V. Lomonosov, Moscow, 119234 Russia
bInternational Biotechnology Center, Moscow State University. M.V. Lomonosov, Moscow, 119234 Russia

*e-mail: aosmol@mail.ru

It has been shown that Aspergillus flavus O-1 micromycete secretes a complex of at least two proteolytic en-
zymes. By preparative isoelectric focusing, the most active enzyme was isolated, which turned out to be a
non-glycosylated serine proteinase with a molecular weight of 17 kDa and a pI of 7.82. Proteinase had a broad
substrate specificity and was able to degrade fibrillar proteins such as collagen, elastin, and fibrin.

Keywords: Aspergillus flavus, proteinases, serine proteinases, proteolytic activity
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