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ВВЕДЕНИЕ
В естественных условиях обитания микроми-

цетам необходимо секретировать внеклеточные
ферменты, способные разрушать сложные при-
родные органические соединения для обеспече-
ния себя пищевыми субстратами. Экспрессия
этих ферментов регулируется в ответ на измене-
ния окружающей среды (Шамрайчук и др., 2020;
Semenova et al., 2020). Большинство внеклеточ-
ных ферментов мицелиальных грибов являются
гидролазами, действующими на полисахариды,
белки, липиды и нуклеиновые кислоты. Наибо-
лее широко среди ферментов, секретируемых
микромицетами, распространены протеолитиче-
ские ферменты (протеиназы). Именно они игра-
ют важную роль в физиологии и росте как сапро-
трофных, так и патогенных видов мицелиальных
грибов, обеспечивая белковое (аминный азот)
питание и выступая в качестве факторов виру-
лентности и патогенности (Yike, 2011).

Комплекс секретируемых микромицетами
протеиназ состоит из 5–12 различных ферментов,
обладающих широкой субстратной специфично-
стью. Это свойство выгодно отличает грибы от
бактерий, для которых характерен синтез неболь-
шого числа (1–3) индивидуальных протеиназ

(Ландау и др., 1998). Поэтому микромицеты спо-
собны широко использовать для питания разно-
образные белковые субстраты, встречающиеся
повсеместно (Павлюкова и др., 1998; Шамрайчук
и др., 2020; Srilakshmi, 2014; Semenova et al., 2017,
2020). Разнообразие функций, условий секреции
и действия протеиназ определяет многообразие и
специфичность этих ферментов, продуцируемых
микромицетами (Srilakshmi, 2014).

Протеиназы микроорганизмов составляют
60% от мирового объема продаж всех ферментов,
поскольку находят практическое применение в
пищевой и химической промышленности, меди-
цине, производстве сельскохозяйственной про-
дукции, научных исследованиях. Они более до-
ступны по сравнению с протеиназами животного
и растительного происхождения (Rao et al., 1998;
Mótyán et al., 2013; De Souza et al., 2015; Dos Santos
Aguilar, 2018). Ряд протеиназ применяется в меди-
цине в качестве терапевтических средств для ле-
чения различных заболеваний (Craik et al., 2011).
Очень широко распространены исследования по
поиску, получению и изучению внеклеточных
протеиназ мицелиальных грибов, способных воз-
действовать на систему гемостаза (свертывания
крови и фибринолиза) млекопитающих и челове-
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ка (Peng et al., 2005; Ventakatanagaraju, Divakar,
2014; Ventakatanagaraju et al., 2014).

Одной из дисфункций системы гемостаза яв-
ляется накопление фибрина в кровеносных сосу-
дах. В норме излишки фибрина устраняют компо-
ненты фибринолитической системы. Нарушение
ее регуляции тесно связано с множественными па-
тологическими состояниями, такими как тром-
боз, воспаление, прогрессирование рака и невро-
патии (Lin et al., 2020). Тромбоэмболические
осложнения, возникающие в сердечно-сосуди-
стой системе, являются частой причиной леталь-
ных исходов и инвалидности людей во многих
странах (Ali et al., 2014; Chapin, Hajjar, 2015; Sharma
et al., 2020). Поэтому актуальным остается поиск
биологически активных веществ, обладающих
высокой фибринолитической и антикоагулянт-
ной активностью, и получение на их основе тром-
болитиков с высоким терапевтическим эффектом
при лечении осложнений такого рода (Lal, 2017;
Sharma et al., 2020). В связи с этим активно ведется
интенсивное изучение плазминоподобных фер-
ментов микроорганизмов, то есть протеиназ, спо-
собных, аналогично плазмину крови человека,
путем прямого гидролиза фибрина растворять
тромбы крови человека (Шаркова и др., 2015;
Осмоловский и др., 2018; Корниенко и др., 2020;
Лукьянова и др., 2020; Kotb et al., 2015). Перспек-
тивны также микробные протеиназы активатор-
ного действия, которые посредством ограничен-
ного протеолиза белка крови плазминогена при-
водят к опосредованному лизису тромба и, как
следствие, восстановлению кровотока (Батомун-
куева, Егоров, 2001; Осмоловский и др., 2014).

Многочисленными исследованиями показа-
но, что микромицеты могут секретировать фер-
менты, оказывающие воздействие на белки си-
стемы гемостаза, проявляя при этом несколько
типов протеолитической активности, что делает
их более доступными и дешевыми продуцентами
таких ферментов, по сравнению с аналогами
(Осмоловский и др., 2014, 2018; Звонарева и др.,
2015; Лукьянова и др., 2020; Rashmi, Liny, 2013;
Palanivel et al., 2013). Успехи в исследованиях та-
кого рода ферментов открывают большие воз-
можности не только в решении проблемы лизиса
предобразованных сгустков крови, но и пробле-
мы ранней и адекватной диагностики нарушений
системы гемостаза человека, а, следовательно, и
проблемы предотвращения тромбообразования
(Kotb, 2014). Поэтому важным этапом в подобных
исследованиях является направленный поиск но-
вых продуцентов, имеющих определенные пре-
имущества перед уже известными.

Протеиназы микромицетов фибринолитиче-
ского действия, выделенные в чистом виде и оха-
рактеризованные, отличаются по спектру проте-
иназной активности, по оптимальным парамет-

рам работы и скорости расщепления тромбов.
Некоторые из них показали свою перспектив-
ность в опытах in vitro (Корниенко и др., 2021; Wu
et al., 2009b; Kotb et al., 2015; Afini et al., 2016; Shilpa
et al., 2019), другие – доказали эффективность в in
vivo-исследованиях (Подорольская и др., 2006,
2014; Wu, Xu, 2012; Da Silva et al., 2019).

МИКРОМИЦЕТЫ – ПРОДУЦЕНТЫ 
ПРОТЕИНАЗ ТРОМБОЛИТИЧЕСКОГО

И ФИБРИНОЛИТИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ
Действие протеиназ, обладающих фибриноли-

тической активностью, можно разделить на пря-
мое, или плазминоподобное (непосредственный
гидролиз фибрина наподобие физиологической
протеиназы – плазмина), и непрямое (за счет ак-
тивации профермента – плазминогена – предше-
ственника плазмина). Эндогенные протеиназы че-
ловека и животных прямого тромболитического
действия расщепляют аргинил-глициновые связи
в молекуле фибрина, а ферменты, активирующие
плазминоген – аргинил-валиновые связи в его
молекуле (Cesarman-Maus, Hajjar, 2005).

Активация проферментов системы гемостаза
происходит за счет реакции их ограниченного
протеолиза. Это свойство присуще некоторым
протеиназам микромицетов, что выгодно отлича-
ет их от протеиназ других микроорганизмов, в
частности, бактерий.

Мишени действия протеиназ мицелиальных
грибов в контексте физиологических фибрино-
литических реакций представлены на рис. 1.
Фибринолитическое звено системы гемостаза
представлено проферментом плазминогеном,
превращающимся в активный протеолитический
фермент – плазмин, специфично расщепляющий
волокна белка фибрина, составляющего основу
тромба. Конверсия плазминогена в плазмин про-
исходит под действием эндогенных протеиназ-ак-
тиваторов – тканевого активатора плазминогена
(т-АП) и урокиназного активатора плазминогена
(у-АП, урокиназа) (Cesarman-Maus, Hajjar, 2005).
Активность экзогенных протеиназ-фибриноли-
тиков по отношению к расщепляемым ими бел-
кам принято называть, соответственно, плазми-
ноподобной (фибринолитической) и активатор-
ной к плазминогену. Последняя активность в
случаях, когда она уточнена, может быть подобной
тканевому активатору плазминогена (т-АП-подоб-
ной) и урокиназной. Кроме того, протеиназы ми-
целиальных грибов способны активно расщеп-
лять и предшественник фибрина – фибриноген,
коагулируемый ключевой протеиназой системы
гемостаза – тромбином. В этом случае говорят о
фибриногенолитической активности. Фибрино-
ген млекопитающих состоит из трех полипептид-
ных цепей – Aα, Bβ и γ. Свертывание фибриногена
происходит за счет специфического расщепления
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тромбином первых двух цепей с высвобождением
фибринопептидов (A и B соответственно), а рас-
щепление – за счет гидролиза всех цепей плазми-
ном без образования фибринопептидов (Moses-
son, 2005). Способность протеиназ гидролизовать
сформированные тромбы (как молодые, свеже-
сформированные, так и старые) называют тромбо-
литической активностью. Регуляция функциони-
рования фибринолитического звена системы ге-
мостаза определяется другими белками плазмы,
включая ряд ингибиторов, которые могут сни-
жать тромболитическую активность протеиназ
микромицетов непосредственно в кровотоке.

Микромицеты, у которых обнаружена способ-
ность синтезировать ферменты фибринолитиче-
ского действия, в эколого-трофическом отноше-
нии можно разделить на несколько групп. Так,
известны продуценты – сапротрофы (Шаркова
и др., 2015; Abdel-Fattah, Ismail, 1983), эндофиты
и фитопатогены (Егоров и др., 1971; Ahmad et al.,
2014), энтомопатогены (Шаркова и др., 2015,
2016а) и нематопатогены (Шаркова и др., 2016б).
По современной систематике, большинство из
них относится к анаморфам аскомицетного аф-
финитета, хотя известны продуценты и среди зи-
гомицетов.

Толчком, послужившим стимулом для широ-
кого изучения микроорганизмов, образующих
протеиназы фибринолитического действия, яви-
лось сообщение британскими учеными Марио
Стефанини и Гектором Марином в 1958 г. об обнару-
жении фибринолитической активности протеиназы,
выделенной из культуры Aspergillus oryzae В-1273
(Stefanini, Marin, 1958). А через год ими с соавто-
рами был получен первый в мире фибринолити-

ческий препарат грибного происхождения, на-
званный Аспергиллином О (Stefanini et al., 1959).
Внутривенное введение этого препарата человеку
и животным вызывало лизис тромбов крови.
Препарат также гидролизовал казеин, альбумин,
но не действовал на гемоглобин и не обладал ан-
тигенностью. Несколько десятилетий Аспергил-
лин О являлся промышленным препаратом, при-
меняемым в системе здравоохранения США и
Канады (Демина, Лысенко, 1991). Спустя не-
сколько лет подобные исследования протеолити-
ческих ферментов микромицетов стали прово-
дить во многих странах мира: в Европе (прежде
всего – в России, Великобритании, Швеции,
Германии, Франции, Болгарии, Белоруссии, Че-
хии, Польше), Юго-Восточной Азии (прежде все-
го – в Японии, Китае, Индии), Северной Африке
(прежде всего – в Египте), Южной Америке
(прежде всего – в Бразилии).

В России первые исследования протеиназ
фибринолитического действия, образуемых
культурами микроскопических грибов, были на-
чаты еще во времена СССР на кафедре микро-
биологии МГУ под руководством Н.С. Егорова в
1962 г. Из культуральной жидкости A. oryzae
штамм МГУ был выделен и изучен фермент тром-
болитического действия (Кудряшов и др., 1963;
Ландау, Егоров, 1965), названный Аспергилли-
ном М (московским). Этот фермент оказался тер-
молабильным и отличался от известной к тому
времени аспергиллопептидазы В A. oryzae по оп-
тимальному значению рН, типу действия и ами-
нокислотному составу. Было доказано, что пре-
парат обладал способностью лизировать искус-
ственно вызванные у животных тромбы, причем

Рис. 1. Упрощенная схема свертывания крови и фибринолиза и действие протеиназ микромицетов на ее компоненты:
1 – фибриногенолитическая активность, 2 – тромболитическая и фибринолитическая (плазминоподобная) активно-
сти, 3 – активаторная к плазминогену активность.
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наилучший эффект получался при совместном
введении Аспергиллина М с гепарином (Струко-
ва, Андреенко, 1965). Под влиянием Аспергилли-
на М происходило изменение структуры фибри-
на, его лизис, после чего полностью восстанавли-
вался ток крови.

За несколько десятилетий было открыто боль-
шое число микромицетов, протеолитические
ферменты которых обладают тромболитической
и фибринолитической активностью (табл. 1).
Они характеризуются широкой субстратной спе-
цифичностью, способностью гидролизовать не
только нерастворимый фибрин, но и ряд других
белковых субстратов. Определяющими перспек-
тивность применения в биомедицине протеиназ
микромицетов являются оптимальные параметры
их работы – температура и рН. Как видно из табл. 1,
некоторые из выделенных протеиназ оказались
способными проявлять фибринолитическое дей-
ствие в физиологических условиях организма че-
ловека: для их активности оптимум рН составлял
7.0–8.0, а температуры – 37°C. Однако современ-
ная медицина требует еще более эффективных
средств для лечения тромбозов, поэтому поиск
новых продуцентов протеолитических ферментов
по-прежнему актуален.

Активными продуцентами протеиназ тромбо-
литического действия являются многие виды и
штаммы сапротрофных и фитопатогенных плес-
невых грибов-аскомицетов таких родов, как
Aspergillus, Fusarium, Paecilomyces. По физико-хи-
мическим свойствам внеклеточные протеиназы
этих продуцентов (в большинстве описанных
случаев) являются щелочными сериновыми про-
теиназами с молекулярными массами в пределах
14–45 кДа.

Наибольшая доля продуцентов протеиназ с
фибрино- и тромболитической активностью при-
ходится на представителей рода Aspergillus (Его-
ров и др., 1973; Grigorov et al., 1969). У аспергил-
лов в большинстве случаев выявлена корреляция
между фибринолитической и тромболитической
активностями (Егоров и др., 1973). Так, у культур
аспергиллов, не обладающих фибринолитиче-
ской активностью или имеющих незначительную
фибринолитическую активность, не обнаружено
и тромболитической активности. Культуры с вы-
сокой фибринолитической активностью имеют
также высокую тромболитическую активность.
Однако для ряда штаммов Aspergillus, не обладаю-
щих тромболитической активностью, показана
высокая фибринолитическая активность. По-
следнее можно объяснить действием плазменных
ингибиторов протеиназ, присутствующих в том
числе и в тромбах. Наиболее часто штаммы ас-
пергиллов, обладающие высокой фибринолити-
ческой активностью, встречаются среди предста-
вителей видов A. candidus, A. fumigatus, A. nidulans,

A. ochraceus, A. oryzae, A. terreus (Демина, Лысенко,
1991; Ventakatanagaraju, Divakar, 2014). Из филь-
трата культуральной жидкости многих из них бы-
ли выделены и охарактеризованы протеолитиче-
ские ферменты.

Особый интерес представляют фитопатоген-
ные грибы родов Fusarium, Cladosporium и Alternaria
(Егоров и др., 1971). Среди этих микромицетов
более 80% изученных культур являются активны-
ми в отношении фибринолиза. У представителей
рода Cladosporium данная активность значительно
ниже, чем у других грибов. Высокая фибриноли-
тическая активность была обнаружена у предста-
вителей рода Alternaria. Среди других продуцен-
тов перспективных в медицинском отношении
протеиназ следует считать представителей рода
Fusarium. Протеиназы известных продуцентов
микромицетов этого рода также демонстрируют
высокую фибринолитическою активность, но от-
личаются от протеиназ аспергиллов по субстрат-
ной специфичности и рН-стабильности (Ueda
et al., 2007; Wu et al., 2009a). Сравнительные ис-
следования по фибринолитической активности
фузариумов, аналогичные для аспергиллов, к на-
стоящему времени не проводились, поэтому
нельзя однозначно сказать о превалировании у
них какого-либо одного типа активности по от-
ношению к белкам фибринолитической системы
человека.

Необходимо отметить, что величина протео-
литической активности и свойства протеиназ раз-
личаются между штаммами, в том числе и среди
представителей одного вида. Поэтому исследова-
ния, направленные на поиск новых протеиназ ме-
дицинского назначения имеют перспективы про-
должения.

Хорошо изученными препаратами внеклеточ-
ных протеиназ микромицетов с выраженной
тромболитической и фибринолитической актив-
ностью являются СА-7, террилитин, окраза, лон-
голитин. В последнее время были получены дан-
ные о новых протеиназах A. oryzae, A. ochraceus,
A. brasiliensis, Fusarium sp., Sarocladium strictum,
Mucor subtilissimus.

Первые протеолитические препараты, такие
как СА-7 и Аспергиллин О, выделенный при
культивировании A. oryzae, известны как стабиль-
ные, неантигенные, обладающие протеолитиче-
скими свойствами, сходными со свойствами плаз-
мина (Ives, Tosoni, 1967; Roschlau, 1968). CA-7 эф-
фективно лизирует венозные и артериальные
тромбы. В опытах на животных было показано их
ингибирование белками плазмы, однако удалось
подобрать концентрации, позволяющие дости-
гать значимого фибринолитического эффекта
(Bergkvist, Svärd, 1964). На фоне введения гепари-
на препарат использовался в некоторых клиниках
Канады и Европы в качестве тромболитического
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агента. Установлено, что тромболитическая ак-
тивность данного препарата обратно пропорцио-
нальна концентрации СА-7-ингибитора, присут-
ствующего в крови. Поэтому, для каждого паци-
ента необходимо индивидуально определять
ежедневную дозу СА-7 (Roschlau, 1968). Из про-
теолитического комплекса A. oryzae выделена еще
одна протеиназа – бриназа, характеризующаяся
высокой фибринолитической активностью и
способностью гидролизовать казеин, желатин и
частично денатурировать гемоглобин (Svärd,
1972). На фоне применения бриназы фиксиро-
вался высокий тромболизис без существенных
кровотечений в качестве побочной реакции
(Frisch, 1989). В 2011 г. была выделена перспетив-
ная фибринолитическая протеиназа из другого
штамма A. oryzae – KSK-3, отличающаяся от дру-
гих известных фибринолитических ферментов.
Молекулярная масса протеиназы составила при-
близительно 30 кДа, максимальная фибриноли-
тическая активность наблюдалась при pH 6.0 и
50°C. Протеаза была стабильна при pH от 4.0 до
9.0 при температуре до 50°C. Выделенный фер-
мент относится к классу сериновых протеиназ.
Предложено его применение в пероральной фиб-
ринолитической терапии и в качестве нутрицев-
тика для предупреждения развития сердечно-со-
судистых заболеваний (Shirasaka et al., 2012).

Из A. terricola выделен комплекс протеолити-
ческих ферментов – Террилитин (Имшенецкий,
Броцкая, 1969; Касаткина и др., 1969; Селезнева,
Большакова, 1986; Zaikina et al., 1975), состоящий
из трех протеиназ, отличающихся по молекуляр-
ной массе, изоэлектрическим точкам (pI), а также
по некоторым энзиматическим свойствам. Два
фермента (с pI 4.7 и 4.5 и молекулярными масса-
ми 26 и 22 кДа соответственно) представляют со-
бой протеиназы серинового типа, одна (с pI 4.35 и
молекулярной массой 46 кДа) относится к метал-
лопротеиназам. Термостабильность всех трех
протеиназ наблюдалась в интервалах температур
до 50°C, рН-стабильность – от 5.0 до 8.0. Тромбо-
литическую активность комплекса изучали на
моделях экспериментальных венозного и артери-
ального тромбозов. Максимальный эффект на-
блюдался при введении Террилитина в участок
вены или артерии в непосредственной близости
от тромба. Было показано, что Террилитин повы-
шал фибринолитическую активность плазмы
крови. Несмотря на высокую активность данного
препарата, отсутствие специфичности и токсиче-
ские свойства не позволяют применять его для
лизирования тромбов in vivo при внутривенном
введении. В настоящее время препарат применя-
ется в медицине как наружное средство – для ле-
чения ожоговых и гнойных ран.

Эффективный тромболизис демонстрируют
протеолитические ферменты A. ochraceus. Снача-
ла была выделена и детально изучена протеиназа,

получившая название Окраза. Она обладала вы-
сокой тромболитической, фибринолитической и
фибриногенолитической активностями in vitro и
in vivo, сопоставимыми с плазмином (Klöcking,
Makwardt, 1971; Teisseyre et al., 1974). Однако про-
теолитическая активность окразы быстро нейтра-
лизовывалась плазматическими ингибиторами.
Были подобраны концентрации окразы, которые
не превышали ингибирующую способность плаз-
мы, и условия, в которых она проявляла опреде-
ленную специфичность к фибрину, вызывая
тромболизис (Klöcking et al., 1981). Наибольшую
активность окраза проявляла в комплексе с гепари-
ном (Kudrjashov et al., 1976). Позднее с использова-
нием других штаммов A. ochraceus было показано
присутствие в секретоме микромицета протеоли-
тического комплекса с несколькими протеиназа-
ми с разной специфичностью к белкам системы
гемостаза человека. Так, наряду с плазминопо-
добной активностью, протеиназы проявляли коа-
гулазное действие (Клечковская и др., 1979). Про-
теиназы A. ochraceus ВКМ F-4104D АО-1 и АО-3 c
pI 5.05 и 6.83 были отнесены к классу сериновых
негликозилированных протеиназ, которые про-
являли сходную субстратную специфичность. Они
имели близкие значения молекулярной массы
(около 32 и 35 кДа) и одинаковый оптимум актив-
ности при 45°C. По своим свойствам они оказа-
лись сходными с протеиназой, активирующей ан-
тикоагулянтный профермент гемостаза – проте-
ина С (АО-2) – основного протеолитического
фермента A. ochraceus ВКМ F-4104D, однако по
значению pI, величине удельной амидолитиче-
ской активности, оптимуму рН и температуры,
интервалу рН и температурной стабильности, по
кинетическим параметрам отличались как от нее,
так и друг от друга (Осмоловский и др., 2015,
2017).

Комплекс протеиназ фибринолитического
действия был выявлен у A. kanagawaensis. Показано,
что данный комплекс состоит из двух протеоли-
тических ферментов: I (с незначительной фибрино-
литической и казеинолитической активностями) и
II (с высокой фибринолитической активностью).
Высокая фибринолитическая активность протеи-
назы II сочетается с высокой казеинолитической
и тромболитической активностями (Ушакова
и др., 1974).

Новая протеиназа с фибринолитическим действи-
ем была выделена из ранее не изучавшегося в этом от-
ношении микромицета A. brasiliensis AUMC 9735.
Протеиназа имела молекулярную массу 40 кДа и
была стабильна в интервале pH 6–11. Очищенный
фермент показал более высокую термостабиль-
ность, чем большинство фибринолитических
ферментов мицелиальных грибов, со средним
значением температуры (Tm) при 60.4°C и време-
нем полужизни (t1/2) при 50–80°C, равным 672.1–
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6.5 мин. Активность фермента полностью ниве-
лировалась в присутствии этилендиаминтетраук-
сусной кислоты (EДTA) и восстанавливалась по-
сле добавления катионов Mg2+, что свидетель-
ствует о том, что фермент является
металлопротеазой, а Mg2+ действует как кофак-
тор (Kotb et al., 2015). Частично очищенная про-
теаза другого штамма – A. brasiliensis BCW2 –
была стабильна при pH 4–6 и температуре 30–
40°C, проявляла повышенную активность с Ca2+

(Chimbekujwo et al., 2020).
Весьма перспективными представляются и

другие изучаемые в отношении тромболизиса
внеклеточные протеиназы аспергиилов – A. flavus
AUMC 9736 (Kotb et al., 2015), A. japonicum KGSS 05
(Yadav, Siddalingeshwara, 2016), A. ustus 1 (Попова
и др., 2021).

Микромицет Fusarium oxyporum N.R.C.J. изве-
стен как один из первых продуцентов из рода
Fusarium, из культуральной жидкости которого бы-
ли выделены две протеиназы с фибринолитиче-
ской активностью. Обе протеиназы были более
активны в отношении фибрина человека, чем
фибрина быка, при этом активность мажорной
протеиназы была в 72 раза выше, чем активность
минорной. Оба фермента имели одинаковый оп-
тимум температуры (37°C) и pH (6.98). Минор-
ный фермент оказался более термо- и рН-стабиль-
ным. Оба фермента значительно активировались
Ca2+ и ингибировались EДTA (Abdel-Fattah et al.,
1993).

Высокоактивный по отношению к человече-
скому фибрину препарат был получен из F. pal-
lidoroseum. Он состоит из трех компонентов, не
расщепляет желатин и слабо гидролизует казеин.
Высокий температурный оптимум активности
(40°C) не позволяет эффективно применять дан-
ный препарат (El-Aassar et al., 1995).

Фибринолитический фермент, образуемый
Fusarium sp. CPCC 480097 и названный Fu-P, с
молекулярной массой 28 кДа и pI 8.1 характеризу-
ется способностью расщеплять Аα-цепь фибри-
ногена с высокой эффективностью. Fu-P был
идентифицирован как химотрипсин-подобная
серин-металлопротеиназа. Первые 15 аминокис-
лот N-концевой последовательности Fu-P не по-
казали гомологии с таковыми других известных
фибринолитических ферментов. Фибринолити-
ческая и фибриногенолитическая активность про-
теиназы была выше, чем активность урокиназы.
Эта протеиназа может иметь потенциальное при-
менение в тромболитической терапии и в про-
филактике тромбозов (Wu et al., 2009a). Иссле-
дования in vivo показали, что Fu-P значительно
увеличивал время свертывания фибриногена,
активировал частичное тромбинопластиновое
время и тромбиновое время и не ингибировал
действие тромбина и фактора Ха (Wu, Xu, 2012).

Еще одна фибринолитическая сериновая ще-
лочная протеиназа была выделена из культураль-
ной жидкости Fusarium sp. BLB. Она имела моле-
кулярную массу 27 кДа и проявляла максималь-
ную активность при pH 9.5 и 50°C. Стабильность
наблюдалась в интервале pH 2.5–11.5 и при тем-
пературах до 50°С (Ueda et al., 2007).

Среди новых изолятов фузариумов, проявляющих
фибринолитическую активность, определенные пер-
спективы связаны со штаммом Fusarium sp. CSN-6
(Chandrashekhar, Hariharan, 2019).

Протеиназа тромболитического действия так-
же была получена при культивировании одного из
микромицетов Cladosporium sp. Очищенная проте-
иназа имела молекулярную массу около 35 кДа и
проявляла максимальную активность при pH 10
при 50°C (Hariharan et al., 2018).

Фибринолитическая активность была также
обнаружена у протеиназ некоторых микромице-
тов рода Penicillium и близких родов – Verticillium
и Paecilomyces. Так, известны фибринолитиче-
ские ферменты иммобилизованной культуры
P. chrysogenium H9 (El-Aassar et al., 1990) и
P. chrysogenium SGAD12 (Gopinath et al., 2011).
Штамм Penicillium sp. BF20 рассматривается как
перспективный продуцент фибрино- и фибрино-
генолитических протеиназ. Протеолитические
ферменты этого штамма демонстрировали спо-
собность полностью расщеплять фибриноген и
фибрин за 15 и 120 мин соответственно (Baggio
et al., 2019). Протеиназы, выделенные из культу-
ральной жидкости разных штаммов рода Verticillum,
имели очень низкие величины фибринолитической
активности, уступающие протеиназам аспергиллов
(Чердынцева, Егоров, 1988).

Ряд работ по изучению синтеза протеолитиче-
ских ферментов, обладающих фибринолитиче-
ской активностью, проводился на Purpureocillium
lilacinum (бывш. Paecilomyces lilacinus, Penicillium
lilacinum) (Егоров и др., 1972; Андреева и др.,
1972). Было показано, что по величине тромболи-
тической активности протеолитические фермен-
ты данного микромицета значительно превосхо-
дят трипсин и плазмин (Егоров и др., 1972). Про-
теолитические ферменты фибринолитического
действия, выделенные из P. lilacium, представля-
ют собой термолабильные металлопротеиназы с
различной молекулярной массой, способные гид-
ролизовать казеин и гемоглобин в широком диапа-
зоне рН (от 4.0 до 11.0). Однако фибринолитическая
активность ферментов полностью ингибировалась
ингибиторами плазмы крови, что существенно
ограничило возможность их применения.

Фибринолитический фермент энтомопато-
генного гриба Paecilomyces tenuipes (PTEFP) – но-
вая сериновая протеиназа, найденная у предста-
вителей этой группы. Она способна быстро гид-
ролизовать Aα-цепь фибриногена человека, но не
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гидролизовывала Bβ- или γ-цепи, что указывало
на то, что это α-фибриногеназа. PTEFP имел мо-
лекулярную массу 14 кДа и проявлял максималь-
ную активность при 35°C и pH 5.0. Протеиназа
была стабильна при pH 5.0–8.0 и ниже 40°C. Ио-
ны Ca2+ усиливали активность фермента, а ионы
Zn2+ – ингибировали ее (Kim et al., 2011).

У некоторых видов рода Acremonium (бывш.
Cephalosporium), в частности у штаммов A. scleroti-
genum, были обнаружены протеолитические фер-
менты с высокой фибринолитической активно-
стью (Pisano et al., 1963). Однако, стоит заметить,
что данные о фибринолитических ферментах
микромицетов этого рода немногочисленны, в
частности, при изучении способности штаммов
трех видов акремониумов при росте на восьми
средах секретировать протеиназы, фибринолити-
ческая активность не была обнаружена (Чердын-
цева, Егоров, 1988).

Протеиназы тромболитического и фибрино-
литического действия найдены и у зигомицетов.
Перспективные продуценты плазминоподобных
протеиназ встречаются среди представителей ро-
дов Mucor и Rhizopus.

Мицелиальный гриб Mucor subtilissimus UCP 1262
секретирует протеиназу с молекулярной массой
20 кДа и pI 4.94. Фермент представляет собой хи-
мотрипсиноподобную сериновую протеиназу,
активность которой усиливается добавлением
ионов Cu2+, Mg2+ и Fe2+. Максимальная фибри-
нолитическая активность наблюдалась при 40°C.
Протеиназа представляет собой новый фибрино-
литический фермент, который может быть ис-
пользован для лечения тромбоэмболических за-
болеваний, таких как инсульты, легочная эмбо-
лия и тромбоз глубоких вен (Nascimento et al.,
2015, 2017, 2020). Дальнейшие исследования пока-
зали, что протеиназа не разрушает цепи Aα и Bβ
фибриногена человека и крупного рогатого ско-
та, что указывает на то, что фермент действует как
фибринолитический агент. В опытах на мышах на
основании цитотоксического анализа, биохими-
ческих и гистоморфометрических параметров ор-
ганов мышей, обработанных ферментом, сделан
вывод, что этот фермент безопасен с токсиколо-
гической точки зрения и не вызывает генотокси-
ческих или мутагенных эффектов. Гемостатиче-
ская безопасность и фибриногенолитическая ак-
тивность указывают на то, что эта протеаза
является фибринолитическим агентом прямого
действия (Da Silva et al., 2019).

Новый фибринолитический фермент, секре-
тируемый Rhizopus chinensis 12 с молекулярной
массой около 18.0 кДа и pI 8.5 способен гидроли-
зовать фибрин и расщеплять α-, β- и γ-цепи фиб-
риногена. Максимальная активность протеиназы
была при температуре 45°C и pH 10.5. Протеиназа
ингибировалась ингибиторами сериновых и ме-

таллопротеиназ. Первые 12 аминокислот N-кон-
цевой последовательности фермента не имели го-
мологии с фибринолитическими ферментами
других микроорганизмов (Xiao-Lan et al., 2004).

Внеклеточные тромбо- и фибринолитические
ферменты микромицетов разнообразны и по ряду
физико-химических свойств отличаются как друг
от друга, так и от других ферментов подобного ро-
да и демонстрируют перспективность их практи-
ческого применения, подтверждающуюся иссле-
дованиями на животных.

МИКРОМИЦЕТЫ – ПРОДУЦЕНТЫ 
ПРОТЕИНАЗ, АКТИВИРУЮЩИХ 

ПЛАЗМИНОГЕН
Изучение фибринолитической активности

протеиназ микромицетов и их воздействия на
другие компоненты системы гемостаза позволило
обнаружить у некоторых штаммов способность
их протеиназ к активации плазминогена (табл. 2).
При этом культур, образующих только тканевые
активаторы плазминогена, обнаружено не было.
Данная активность сопровождалась фибриноли-
тической активностью, что указывает на одновре-
менное образование микромицетами нескольких
протеолитических ферментов (Ландау и др.,
1998). Поэтому существенным критерием, опреде-
ляющим перспективность таких протеиназ можно
считать долю активаторной к плазминогену актив-
ности от фибринолитической активности.

В конце XX в. из культуральной жидкости не-
совершенных грибов Trichothecium roseum и
Arthrobotrys longa получены два тромболитических
препарата с активаторной к плазминогену актив-
ностью – трихолизин (триаза) и лонголитин со-
ответственно.

Трихолизин представляет собой протеиназ-
ный комплекс, состоящий из пяти компонентов.
Он гидролизует фибрин, фибриноген, оказывая
при этом большее сродство к фибрину, удлиняет
время свертывания крови (то есть действует как
антикоагулянт), активирует плазминоген, пре-
вращая его в активный фермент плазмин (Сереб-
рякова и др., 1977). Протеиназы комплекса не от-
личались между собой по удельной фибриноли-
тической активности (Степанова и др., 1976).
Один из компонентов (IV) представляет собой
протеиназу с молекулярной массой 26.5 кДа с оп-
тимумом активности при температуре 37°C и оп-
тимальным значением рН активности в пределах
между 8.5 и 9.0, почти лишенную казеинолитиче-
ской активности, но с высоким фибринолитиче-
ским эффектом. Остальные протеиназы имеют
примерно одинаковое оптимальное значение рН
активности (8.0–9.0).

Влияние трихолизина на систему свертывания
крови и фибринолиз изучали в условиях in vitro.
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Добавление препарата к донорской или кроли-
чьей плазме крови вызывало быстрый лизис кро-
вяного сгустка (менее 2 ч). В экспериментах на
животных было показано значительное повыше-
ние фибринолитической активности крови с от-
сутствием побочных токсических реакций. Уже
через час после введения препарата животным
отмечался выраженный фибринолиз и лизис
тромбов. Препарат успешно прошел доклиниче-
ские и клинические испытания. Предложено его
применение в качестве лекарства для внутривен-
ного введения при лечении тромбозов различно-
го рода – инфаркта миокарда, ишемического ин-
сульта, тромбофлебита (Пленина и др., 2006).

Препарат внеклеточных протеолитических
ферментов, полученный из культуральной жид-
кости штамма А. longa Mecht. №1 получил назва-
ние “Лонголитин”. Препарат обладает фибрино-
литической, тромболитической, эстеразной, не-
высокой протеолитической и активаторной по
отношению к плазминогену активностями (Ан-
дреенко и др., 1983). При разделении лонголитина
было выявлено 6 белковых фракций, среди кото-
рых фибринолитически активной оказалась одна.
Фермент обладал pI 3.7 и молекулярной массой
28.6 кДа. Оптимальная активность была при
рН 6.0–9.0 и температуре 37°С. По действию ин-
гибиторов фермент был предварительно отнесен
к протеиназам серинового типа, содержащим
тиоловые группы (Цыманович и др., 1992).

Эффективность лонголитина была доказана в
опытах in vitro и in vivo. Было показано выражен-
ное сродство препарата к фибрину, а его внутри-
венное введение животным повышало фибрино-
литические и активаторные свойства плазмы и

доказало его локальное действие на структуру
тромбов. Увеличение количества плазмина в
крови животных, получивших высокие дозы
препарата, показывало способность препарата
активировать плазминоген (Андреенко и др.,
1984). Лонголитин был впервые предложен как
тромболитический препарат для лечения тром-
бофлебитов и флеботромбозов, благодаря его
способности проникать через эпидермис и под-
лежащие мягкие ткани в систему микроциркуля-
ции и системный кровоток и вызывать адекват-
ные физиологические и биохимические реакции
(Подорольская и др., 2002).

При наружном применении лонголитин (как
индивидуально, так и в смеси с гепарином) вызы-
вает значительное ускорение тромболизиса, дей-
ствуя локально на структуры тромба, и не влияет
на гемостаз. Гепарин значительно ускорял про-
цесс растворения тромбов только при совмест-
ном применении его с лонголитином. Так, лонго-
литин в 2 раза уменьшал время растворения тром-
ба и в 4.5 раза увеличивал скорость тромболизиса.
Совместное применение лонголитина и гепарина
увеличивало в 30 раз тромболизис яремной вены
по сравнению с контрольной группой. Биохими-
ческие показатели гемостаза (содержание фибри-
ногена, фибринолитическая активность, время
рекальцификации) практически не изменялись в
процессе тромболизиса как в опыте, так и в кон-
троле, что указывает на специфичность и селек-
тивность лонголитина (Подорольская и др.,
2006).

Введение лонголитина в полость желудка и в
полость рта крысам также продемонстрировало
эффект достоверного увеличения фибринолити-

Таблица 2. Микромицеты – продуценты протеиназ – активаторов плазминогена

Продуцент

Доля активаторной 
активности от 

фибринолитической 
активности, %

Стадия разработки Источник

Trichothecium roseum ~25

Пройдены клинические испытания, 
есть рекомендация в качестве инъек-
ционного препарата для лечения 
тромбозов глубоких вен и артерий

Пленина и др., 2006

Arthrobotrys longa 50

Пройдены доклинические испыта-
ния, препарат может быть использо-
ван в качестве перорального 
тромболитического средства

Подорольская и др., 2014

Tolypocladium inflatum 50 In vitro-исследования Шаркова и др., 2015

Rhizopus microsporus 
var. tuberosus

~20 In vitro-исследования Zhang et al., 2015

Neurospora sitophila ~20 In vitro-исследования Deng et al., 2018

Sarocladium strictum ~30 In vitro-исследования Корниенко и др., 2020
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ческой и антикоагулянтной активности крови
животных. Полученный эффект оказался про-
лонгированным, сохраняясь еще неделю после
отмены препарата и создавая в организме живот-
ных благоприятный противотромботический
фон, в отличие от свойственного внутривенному
введению торможения фибринолиза по оконча-
нии курса применения. Таким образом, лонголи-
тин может быть использован перорально как в ле-
чебных, так и в профилактических целях (Подо-
рольская и др., 2014).

Активность по типу активаторов плазминоге-
на также была обнаружена у протеиназ микро-
скопичесих грибов Aspergillus foetidus, A. niger,
A. repens (Чердынцева, Егоров, 1988), Purpureocil-
lium lilacinum (бывш. Penicillium lilacium, Андреева
и др., 1972), Fusarium sp. (Ландау и др., 1998; Ab-
del-Fattah et al., 1993) и Tolypocladium inflatum
(Шаркова и др., 2016а).

Один из штаммов Rhizopus microsporus var. tu-
berosus секретировал протеиназу с молекулярной
массой 24.5 кДа и оптимальной активностью при
pH 7.0 и температуре 37°C. Фибринолитическая
активность фермента усиливалась за счет Na+,
Ca2+, Mg2+ и Mn2+. Напротив, ионы Zn2+ и Cu2+

частично подавляли ферментативную актив-
ность. Было показано, что фермент не только не-
посредственно разрушает фибрин, но также акти-
вирует плазминоген в плазмин для разложения
фибрина. Результаты показывают, что чистый
фермент может растворять сгусток крови и может
применяться при лечении тромбоза (Zhang et al.,
2015).

Среди изученных в последнее время, весьма
перспективными представляются протеиназы
микромицета Sarocladium strictum 203. Было обна-
ружено, что штамм способен секретировать про-
теолитические ферменты с незначительной не-
специфической протеолитической активностью
и выраженной фибринолитической и активатор-
ной к плазминогену активностями (Корниенко
и др., 2020). Препарат внеклеточных протеиназ
S. strictum 203 состоит из трех щелочных трипси-
ноподобных тиолзависимых протеиназ серино-
вого типа с различными изоэлектрическими точ-
ками 4.5, 7.2 и 11.8 и близкими значениями моле-
кулярной массы (~35 кДа). Одна из протеиназ
(протеиназа III) была негликозилированной,
остальные представляли собой гликопротеины.
Протеиназы различались по спектру протеолити-
ческой активности по отношению к белкам –
компонентам тромбов. Предполагается, что акти-
вирующее плазминоген действие протеиназ
микромицета обусловлено урокиназной активно-
стью (Корниенко и др., 2021).

РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ 
ПЛАЗМИНОПОДОБНОЙ И 

АКТИВАТОРНОЙ К ПЛАЗМИНОГЕНУ 
АКТИВНОСТЕЙ У МИКРОМИЦЕТОВ

Способность к синтезу фибринолитических
ферментов как прямого направленного, так и не-
прямого действия распространена среди микро-
скопических грибов не повсеместно. Так, пример
некоторых скрининговых исследований показы-
вает, что около 2/3 исследованных культур – изо-
лятов различных экотопов – обладают способно-
стью к их секреции (Ландау и др., 1998; Шаркова
и др., 2015).

Так, Н.С. Ландау с соавт. (Ландау и др., 1998)
было установлено, что наиболее широко у мице-
лиальных грибов распространена общая протео-
литическая (казеинолитическая) активность (вы-
явлена у 66% исследованных культур). Фибрино-
литическая активность была обнаружена у 56%
микромицетов при определении активности с
фибрином крови человека и у 65% штаммов при
определении активности с фибрином крови бы-
ка. Активаторная к плазминогену активность бы-
ла выявлена у 20 и 30% исследованных штаммов,
при определении активности с фибрином крови
человека и быка соответственно. Таким образом,
специфичность протеиназ к белкам крови живот-
ных (быка) встречается у микромицетов чаще,
чем к белкам крови человека. Среди изученных
микромицетов, синтезирующих протеиназы с
общей протеолитической (казеинолитической)
активностью, фибрин крови человека и быка
могли расщеплять 70 и 71% штаммов соответ-
ственно. Подавляющее большинство микроми-
цетов (90%), проявивших фибринолитическую
активность по отношению к фибрину человека,
оказалось активно и по отношению к фибрину
крови быка. Было установлено, что среди штам-
мов микромицетов, секретирующих протеиназы
с фибринолитической активностью по отноше-
нию к фибрину крови быка, число культур, про-
теиназы которых обладали активностью по отно-
шению к фибрину крови человека, было меньше
(78%). Активность к плазминогену крови челове-
ка и быка проявляли протеиназы с казеинолити-
ческой активностью у 25 и 36% штаммов изучен-
ных микромицетов соответственно. Среди фиб-
ринолитически активных штаммов выявлено
значительное количество культур, образующих
активаторные по отношению к плазминогену
ферменты (34–45%). Однако среди исследован-
ных 116 штаммов мицелиальных грибов не обнару-
жено ни одного, который образовывал бы только
ферменты, аналогичные по действию тканевым
активаторам плазминогена крови человека или
быка (Ландау и др., 1998).

Т.С. Шарковой с соавт. (Шаркова и др., 2015)
было показано, что лишь 26% из числа исследо-
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ванных культур микромицетов из разных таксонов
могут секретировать внеклеточные протеиназы,
активные по отношению к фибрину. Среди
изученных 83 штаммов также не было выявлено
ни одного, образующего протеиназы только с ак-
тиваторной к плазминогену активностью. Отме-
чается, что по сравнению с зигомицетами, аско-
мицеты оказались более активными продуцента-
ми протеиназ фибринолитического действия.
Проведенный скрининг показал, что наиболее
перспективной эколого-трофической группой
для поиска продуцентов фибринолитических
ферментов можно считать энтомопатогенные
микромицеты (Шаркова и др., 2015).

Введение в практику исследований протеоли-
тических ферментов микромицетов фибриноли-
тического действия хромогенных пептидных суб-
стратов (паранитроанилидов) белков системы ге-
мостаза для определения протеолитической
активности позволило выявить различия в спек-
тре их действия (амидолитическая активность).
Так, к примеру, протеиназа Fusarium sp. BLB по-
казала наибольшую активность по отношению к
субстрату сериновых протеиназ широкого спек-
тра и только в 5 раз меньшую – к субстрату плаз-
мина (Sugimoto et al., 2007), а протеиназа S. stric-
tum 203 обладала наибольшей амидолитической
активностью по отношению к субстрату урокина-
зы и в 1.8–2.0 раза меньшей активностью к суб-
стратам плазмина, тромбина и тканевого актива-
тора плазминогена (Корниенко и др., 2021). Не-
которые различия в амидолитической
активности выявлены и у протеиназ аспергиллов.
Например, протеиназа A. oryzae KSK-3 в 2 раза
активнее гидролизовала субстрат тромбина, не-
жели субстрат плазмина или субстрат широкого
спектра сериновых протеиназ (Shirasaka et al.,
2012). Протеиназы A. ochraceus ВКМ F-4104D бы-
ли наиболее активны по отношению к субстрату
плазмина и чуть менее, – к субстрату тромбина
(Осмоловский и др., 2017).

Определение субстратной специфичности
внеклеточных протеиназ микромицетов по отно-
шению к хромогенным пептидным субстратам
представляется важной характеристикой, опреде-
ляющей возможность направленного использо-
вания таких ферментов в медицине. В связи с
этим был предложен подход к скринингу проду-
центов протеиназ направленного действия, в том
числе с плазминоподобной и активаторной к
плазминогену активностями, базирующийся на
определении в культуральной жидкости микро-
мицетов, наряду с активностью с белковыми суб-
стратами амидолитической активности, со спе-
цифическими хромогенными пептидными суб-
стратами белков системы гемостаза (Osmolovskiy
et al., 2018).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на существование проблемы изуче-
ния протеиназ микромицетов, активных по отно-
шению к фибрину человека, на протяжении чуть
более 60 лет она не теряет своей актуальности.
Фибрин как субстрат протеолиза имеет множе-
ство способов расщепления, и места его расщеп-
ления, скорость его расщепления и величина по-
лучаемых продуктов расширяют представления
не только о действии протеолитических фермен-
тов мицелиальных грибов, но и открывают новые
возможности их применения. Сведения о распро-
страненности протеиназ, обладающих
конкретными свойствами и выраженными как
плазминоподобной, так и активаторной к плаз-
миногену активностью, представляют важность
для понимания эволюции протеолитических
ферментов и их участия во внеклеточном пище-
варении у микромицетов – изолятов различных
экотопов. С медицинской точки зрения, требова-
ния, предъявляемые к ферментным препаратам
микробного происхождения, очень высоки:
тромболитические препараты должны обладать
высокой специфичностью, эффективностью и не
являться аллергенами. Действуя на белки систе-
мы гемостаза, подобные ферментные препараты
не должны в осуществляемых ими реакциях обра-
зовывать токсичные для организма человека про-
дукты и быть слишком чувствительными к плаз-
менным ингибиторам.

Исследования последних лет, проводимые на
более современном научном уровне, дают воз-
можность получения новых препаратов протеи-
наз микромицетов для коррекции нарушений си-
стемы гемостаза. Изучение разных видов микро-
мицетов позволяет найти высокоактивные
штаммы, протеиназы которых способны селек-
тивно воздействовать на фибрин и плазминоген
человека и других млекопитающих.
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The potential of microscopic fungi for the secretion of proteolytic enzymes for medical purposes, namely pro-
teinases with thrombolytic, fibrinolytic and plasminogen activator activity, is considered. The data on the
most well-known preparations of such proteinases from the time of obtaining the first one (1959) to the pres-
ent are analyzed and summarized. The key properties of such enzymes and preparations are described, indi-
cating the possibility of their use in medicine.
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