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I. ВВЕДЕНИЕ
 Первый широко известный антибиотик, пенициллин, был открыт 
почти 80 лет назад. С тех пор производство антибиотиков стало одной 
из крупнейших отраслей фармакологической промышленности с 
оборотом более 25 миллиардов долларов США в год [1]. Однако, 
хотя антибиотики и спасли бесчисленное количество жизней, их 
широ кое использование привело к стремительному росту числа 
новых бактериальных штаммов, устойчивых к ним. Так, если в начале 
«эры антибиотиков» Streptococcus pneumoniae проявляли высокую 
чувст вительность к пенициллину, то в последнее время в некоторых 
регионах 25% штаммов S. pneumоniae к пенициллину устойчивы 
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[1, 2]. Установлено также, что большинство из исследованных 480 
сов ре менных штаммов рода Streptomyces оказались устойчивыми к 
6–8 различным антимикробным препаратам, причем у некоторых 
из них диапазон устойчивости доходит до 20 антибиотиков разных 
клас сов [3]. Появление всевозрастающего количества резистентных 
к антибиотикам патогенных микроорганизмов стало побудительным 
мотивом для поиска альтернативных терапевтических путей борьбы 
с ними. 
 Низкомолекулярные антибиотики – лишь один из примеров 
про ти вобактериальных веществ, возникших в эволюционном сорев-
новании между бактериями и другими живыми существами. Другим 
широко известным примером антибактериальных агентов служат 
бактериофаги.

II. ФАГОВАЯ ТЕРАПИЯ – ИСТОРИЯ И ПЕРСПЕКТИВЫ
 Вирусы бактерий, иначе называемые бактериофагами, – крупней-
шая из известных групп вирусов. Современная классификация бак те-
риофагов, основанная на морфологических особенностях вирус ных 
частиц (вирионов), включает 13 семейств, подразделенных более чем 
на 140 родов, содержащих более 5300 видов фагов [4]. Боль шин ство 
бактериофагов имеют двухцепочечную геномную ДНК, реже встре-
чаются небольшие группы фагов с одноцепочечной ДНК, а также 
с двух- и одноцепочечной РНК. Хвостатые бактериофаги, выде лен-
ные в отряд Caudovirales, составляют 96% из всех известных фагов 
[5]. Все эти фаги имеют икосаэдрическую головку и спиральный 
хвост с уникальной структурой. В головке помещается геномная 
ДНК, а внутри хвоста находится хвостовой стержень или канал, по 
кото рому осуществляется инъекция генома фага при инфицирова-
нии клетки-хозяина. Хвост заканчивается базальной пластинкой, к 
кото рой прикрепляются фибриллы или шипы, посредством которых 
фаг распознает рецепторы на поверхности бактериальной клетки. 
Хвостатые фаги разделяются на три семейства в зависимости от раз-
ме ров, гибкости и сократимости хвостов [4, 5]. Хотя известно еще 
около 190 видов полиэдрических, нитчатых и плеоморфных бакте рио-
фагов, подразделенных на 10 небольших семейств, далее в обзоре 
будут рассматриваться в основном фаги Caudovirales, как наиболее 
широко представленные и хорошо изученные.
 Способность фагов экспоненциально реплицироваться и уничто-
жать патогенные штаммы бактерий указывает на то, что они могут 
играть важную роль в борьбе с инфекционными заболеваниями. 
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Дейст вительно, использование фагов в качестве лечебных препаратов 
было предложено и успешно испытано Брийонгом и Майсином [6] 
и Д'Эрелем [7] еще в 1920-х годах. В широких масштабах фаговая 
тера пия была впервые применена под руководством Моррисона для 
профилактики и лечения эпидемии холеры в колониальной Индии 
в 1930–32 г.г. Было показано, что среди населения штата Наогаон, 
принимавшего фаговые препараты, уровень смертности был в 
сот ни раз ниже, чем в соседних регионах, отказавшихся от такой 
помо щи [8].
 При участии Д'Эреля в Советском Союзе был основан Тбилис ский 
институт фагов. Во время Великой Отечественной войны фаго вые 
препараты, разработанные институтом, широко применялись для 
профилактики и лечения инфекционных заболеваний. Однако опуб-
ли кованные материалы носили в большей степени описательный 
характер, а рекомендации не соответствовали современным фармако-
ло гическим стандартам. Многие из полученных результатов были 
впоследствии утеряны [1, 9, 10]. На Западе же, в связи с неудачами 
кли ни ческих испытаний, недостатком теоретических данных и быст-
рым развитием индустрии синтетических антибиоти ков, исследова-
ния в области фаговой терапии были фактически свернуты и не 
про водились в течение всей второй половины ХХ века [11].
 В последнее десятилетие вновь появляется интерес к использо-
ванию фагов для лечения и профилактики инфекционных заболева-
ний, и в настоящее время это направление считается достаточно перс-
пективным. Исследователями приложено много усилий для дове де ния 
фаговой терапии до уровня надежного клинического инстру мента. 
В опубликованных обзорах обсуждается применение живых фагов 
на животных и клинических моделях для лечения бактериальных 
инфек ций, для доставки иммуногенных пептидов или ДНК-вакцин, 
ассоциированных с модифицированными фаговыми частицами, а 
также перспективы и ограничения этих методов [1, 2, 8–10, 12–17]. 
Не останавливаясь подробно на конкретных примерах применения 
фаговой терапии и ранних работах, перечислим основные тезисы 
цитируемых публикаций.
 Левин и Булл [13] сформулировали основной постулат оценки 
эффективности фаговой терапии – снижение количества инфекцион-
ных бактерий до уровня, с которым уже может справиться защитная 
сис тема организма. 
 Перед применением фаговой терапии необходимо выполнить ряд 
важных, зачастую определяющих требований [16, 17]:
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 1. Не следует применять фаговую терапию, пока не будет доста-
точно хорошо изучена биология лечебного фага. Поскольку системы 
взаимо действия фага с бактерией-хозяином исключительно сложны, 
выполнение этого условия вполне логично. Нередко трудно понять, 
почему фаг, который эффективно реплицирует в бактериальной куль-
туре, оказывается непригодным для лечения бактериальной инфек-
ции. Понимание вопроса требует количественного анализа динамики 
процесса фагового инфицирования, особенно в опытах in vivo.
 2. Применяемые для терапии бактериофаги должны быть лити-
чес кими, т.е. их развитие происходит немедленно и сопровождается 
уничтожением клетки-хозяина. Следует по возможности избегать 
исполь зования в лечебных целях умеренных фагов, которые обладают 
замед ленным действием и развиваются лизогенным путем встраива-
ния собственного генома в геном бактерии.
 3. Препараты фага должны содержать инфекционные для бакте-
рий частицы фага, поэтому необходимо соблюдать особые условия 
хранения препарата.
 4. Препараты фага должны отвечать всем требованиям безопас-
ности и не иметь бактериальных или иных токсических загрязнений. 
 Большинство описанных случаев применения фаговой терапии 
основано на пероральном приеме фаговых препаратов. Этот способ 
нельзя считать максимально эффективным, к тому же он несет в себе 
риск множества побочных эффектов, обусловленных загрязнением 
пре парата примесями, включая эндотоксины и экзотоксины. 
 Для оценки возможных осложнений во время фаговой терапии 
полезно знание полного генома бактериофага, поскольку некоторые 
фаги могут нести гены факторов вирулентности или токсинов [18]. 
При анализе геномов гигантских бактериофагов Pseudomonas aeru-
ginosa [19–21] было обнаружено, что продукты ряда генов имеют 
большое сходство с функционально неизвестными белками различ-
ных организмов. Это наблюдение стоит принимать во внимание перед 
разработкой методов терапевтического применения фагов, так как 
некоторые продукты генов могут быть токсичными для человека. 
 Другими примерами существующей генной опасности, связан ной 
с фагами, и, соответственно, возможных побочных эффектов тера-
пии, могут служить фаго-ассоциированные токсины ботули низма, 
дифтерии [18], холеры [22], а также конверсия Tox- S. pyogenes в 
Tox+ бактерию под действием фага [23].
 5. Должен быть известен рецептор фага. В популяции из 106 – 108 
бактерий существует вероятность спонтанных мутаций с потерей 
или изменением рецептора, что снижает эффективность фаговой 
терапии. 
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 6. Эффективность фаговой терапии должна быть предварительно 
про верена на соответствующей животной модели. Характер поведе-
ния каждого фага in vivo индивидуален. В настоящий момент совокуп-
ность данных о фармакокинетике действия фагов по-прежнему 
очень мала. Проведенные исследования показали, что титр фагов, 
поступивших в кровь мышей после перорального приема, падает на 
семь порядков в течение двух часов. Фаги эффективно выводятся из 
кровотока ретикулоэндотелиальной системой печени и селезенки. 
Эта проблема частично решается поиском «долгоциркулирующих» 
мутантов фагов, способных дольше сохраняться в кровотоке и, следо-
вательно, быть более эффективными терапевтически [24]. 
 Описание фармакокинетики чрезвычайно затрудняется самореп-
лицирующейся природой фага. Параметры роста фага in vitro нельзя 
напрямую переносить в ситуацию in vivo, поскольку значения этих 
параметров могут заметно отличаться для каждого конкретного фага 
[25]. Список критических параметров включает в себя скорость 
адсорб ции фага, латентный период, начальную дозу фага, уровень 
вяз кости, промежутки времени, ассоциированные с каждым из эта-
пов развития фага, а также скорость выведения фаговых частиц из 
орга низма ретикулоэндотелиальной системой. 
 6. Необходима проверка иммуногенности фага. С одной стороны, 
иммуногенность является важным параметром фармакокине тики 
фаговой терапии, а с другой – ею могут быть обусловлены серьез ней-
шие побоч ные эффекты, вплоть до анафилактического шока. Боль-
шинство фагов при первичном применении являются «нео-антиге-
нами» для орга низма животных и человека, т.е. заранее имеющихся 
против них антител в организме нет. Экспериментально показано, 
что при однократном приеме иммунный ответ на присутствие фагов в 
организме невелик, не вызывает четко выраженных токсических явле-
ний и не влияет на терапевтический эффект фага. Однако стимуляция 
адаптивной иммунной системы при многократном применении фага 
потенциально более опасна [14, 15]. 
 Таким образом, несмотря на несомненную перспективность 
при ме нения бактериофагов в качестве противобактериальных пре-
паратов, их внедрение в лечебную клинику идет очень медленно. 
Существует множество ограничений, продиктованных требованиями 
фар макологической индустрии, которые не могут учесть всех слож-
нос тей взаимодействия живых систем. Соответственно, очевидным 
экспериментальным выходом из возникшего тупика стало приложе-
ние возможностей современной молекулярной биологии, генной и 
белковой инженерии к изучению в качестве противобактериальных 
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препаратов не цельных вирусных частиц, а их компонентов, токсич-
ных для бактерий. 

III. БЕЛКОВЫЕ И ПЕПТИДНЫЕ 
ПРОТИВОБАКТЕРИАЛЬНЫЕ СОЕДИНЕНИЯ

 Для большинства эукариотических организмов, от грибов до 
чело века, первичной реакцией на внедрение патогенных микроор-
га низмов служит синтез эндогенных пептидов, называемых «анти-
микробными пептидами» [26]. Такие пептиды закодированы в 
геноме организма. Их индукция [27] или образование путем спе-
ци фического протеолитического расщепления других белков орга-
низма [28] происходит вскоре после микробной инфекции, и они 
дейст вуют с высокой скоростью, нейтрализуя широкий диапазон 
микро бов. Пептиды взаимодействуют с бактериями, образуя в их 
кле точных оболочках трансмембранные поры и ионные каналы, 
деста билизирующие бактериальные клетки. Большинство этих 
пеп тидов небольшого размера (<10 кДа), имеют катионную или 
амфи патическую природу и по особенностям структуры могут быть 
подразделены на 5 основных групп. За последние 20 лет выделено 
более 700 биологически активных антимикробных пептидов, некото-
рые из которых прошли клинические испытания [29]. 
 Недавно Ротем и сотр. [30] обнаружили, что геномы бактерио-
фагов кодируют последовательности, которые имеют сходство с 
анти микробными пептидами. Чаще всего аминокислотная последо-
ва тель ность с предсказанными свойствами антимикробного пеп-
тида – не само стоятельный продукт гена, а небольшая часть, 
вероятно, отдель ный домен более крупного полипептида. Авторы 
предполагают, что син тез допол нительных молекул фаговых бел-
ков и продуктов их протео лиза, обла дающих антимикробными 
свой ствами, которые не входят в сос тав вирус ной частицы, но выс-
вобождаются во время лизиса бактериаль ных кле ток, может способ-
ствовать распространению фаговой инфек ции в бактериальной 
колонии. Эта гипотеза требует дополнительного экспериментального 
подтверждения, но с эволюционной точки зре ния вполне логична. 
 Ключевым начальным процессом фаговой инфекции служит при-
соединение частицы фага к бактерии. Для этой цели фагам в качестве 
рецепторов могут служить различные участки липополисахаридов 
(LPS), белки капсул бактерий, жгутиков (флагелл), ресничек (фимб-
рий) и множество других разнообразных поверхностных белков 
бак терий. Кроме того, бактериофаги могут вводить в действие вспо-
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могательные ферменты, чтобы разрушать бактериальную капсулу 
для достижения непосредственно клеточной стенки. Примерами 
таких ферментов могут служить эндосиалидаза бактериофага PKA1, 
разрушающая полисиаловую кислоту капсулы Escherichia coli K1 
[31] и гиалуронанлиаза фага H4489A S. pyogenes [32]. Пока еще не 
иден тифицированные вспомогательные полисахаридлиазы най дены 
в составе фагов Klebsiella pneumoniae и Azotobacter vinelandii. 
 Бактерии могут становиться устойчивыми к фаговой инфек-
ции путем мутации или выброса гена рецептора фага. Нередко, 
однако, изменение рецепторного белка несет позитивный противо-
бактериальный эффект. Прибретение устойчивости к фагу за счет 
потери одного из поверхностных белков может уменьшать жизне спо-
собность бактерии. Если же утраченный рецептор служит факто ром 
виру лентности бактерии, то его потеря ведет к резкому уменьшению 
инфек ционности микроорганизма [13].
 Еще одной группой продуктов бактериофагов, представляющих 
собой интерес, являются бактериоцины – высокомолекулярные час-
тицы, состоящие из фрагментов фагов и напоминающие по структуре 
их хвосты. В ряде работ описан эффект действия бактерио цинов, 
продуцируемых рядом грамотрицательных бактерий, преимущест-
венно Enterobacteriaceae для уничтожения бактерий «извне» [33]. 
Недавно из культуры Yersinia enterocolitica был выделен бактерио цин 
энтероколитицин. Было показано, что он связывается с внешними 
гексасахаридами LPS некоторых серотипов Y. enterocolitica, форми-
рует поры в клеточной стенке, вызывая отток ионов и, таким образом, 
убивает бактерии [34]. Однако испытание энтероколитицина для 
лечения инфекции, вызванной патогенной Y. enterocolitica O:3 у 
мышей, дало неоднозначные результаты [35], и на данный момент 
исполь зование бактериоцинов в качестве антимикробных препаратов 
огра ничено опытами in vitro.
 В качестве «гибридной» технологии фаговой терапии сле дует 
упомянуть применение генетически модифицированного нереп-
ли кативного фага для борьбы с инфекцией P. aeruginosa у мышей 
[36]. Авторы удалили у нитчатого фага Pf3 ген белка экспорта и 
заме нили его на ген эндонуклеазы рестрикции BglIII. Мутантный 
фаг, инфицируя бактерию, начинает экспрессировать эндонуклеазу, 
разрушающую геномную ДНК хозяина (но не сам фаг, в ДНК кото-
рого соответствующие сайты отсутствуют), и, таким образом, убивает 
бактерию. Модифицированный Pf3 in vitro высвобождает намного 
меньшее количество эндотоксинов из бактерии по сравнению с фагом 
дикого типа и литическими фагами. Эксперименты in vivo на мышах 
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показали, что модифицированный фаг оказывает защитное действие 
даже при 3–5-кратной летальной концентрации бактерий [36].

IV. ЦИТОЛИТИЧЕСКИЕ ФЕРМЕНТЫ БАКТЕРИОФАГОВ
 Для любого бактериофага проникновение его нуклеиновой кисло-
ты в клетку хозяина, а также выход из клетки вновь синтезирован ных 
фагов – необходимая составляющая жизненного цикла. Клеточ ная 
поверхность бактерий представляет собой сложноорганизованную 
и упорядоченную систему слоев, затрудняющих попадание чужерод-
ных макромолекул внутрь бактериальной клетки. Для прокариот 
наиболее характерно наличие двухслойной (пептидогликан и клеточ-
ная мембрана у грамположительных бактерий) или трехслойной 
(наружная мембрана, пептидогликан и внутренняя мембрана у 
грамотрицательных бактерий) клеточной стенки [37, 38] (рис. 1). 
Наиболее труднопреодолимую преграду фагу на пути инфицирова-
ния представляет пептидогликановый слой. Он построен из чередую-
щихся остатков N-ацетилглюкозамина и N-ацетилмурамовой кис-
ло ты, соединенных между собой посредством β-1,4-гликозидных 
связей (рис. 2). К N-ацетилмурамовой кислоте присоединен пеп-
тидный фраг мент, состоящий из нескольких аминокислот. Как 

Рис. 1. Клеточная стенка грамотрицательных и грамположительных бактерий. 
1 – цитоплазматическая мембрана, 2 – пептидогликан, 3 – наружная мембрана, 
4 – периплазматическое пространство, 5 – внешняя среда [14].
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правило, именно различие в пептидной части обусловливает много-
образие пептидогликанов различных видов бактерий. Сшитые между 
собой блоки пептидогликанов (муреин) образуют по существу 
единую гигантскую макромолекулу, которая определяет прочность 
пептидогликанового слоя и его непроницаемость для вирусных 
частиц и токсических факторов большой массы. Следовательно, 
для проникновения фаговой ДНК внутрь клетки фагу необходимо 
локально нарушить целостность не только клеточных мембран, но 
и пептидогликанового слоя.
 Исходя из данных о структуре бактериальной клеточной оболоч ки, 
очевидно, что для ее разрушения должен быть использован комп лекс 
ферментов с различной субстратной специфичностью. В англо язычной 
литературе такие ферменты получили общее наз вание «lysins». 
Поскольку и по написанию, и по произношению это название 

Рис. 2. Структура пептидогликана и литические ферменты бактериофагов, участ-
вующие в ее деградации [10].
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по-рус ски ассоциируется с аминокислотой лизином (ly si ne), в рус-
скоязычной литературе часто используется термин «лизоцимы» – по 
первому открытому ферменту этого класса. Однако, как будет видно 
далее, собственно лизоцим и его действие являются лишь частным 
случаем структуры и каталитического механизма ферментов, раз-
ру шающих клеточную стенку. Исходя из этого, далее в обзоре мы 
будем использовать более общий термин «пептидогликан-ли зи рую-
щие ферменты» (ПЛФ). Классификация и молекулярный меха низм 
действия ПЛФ будут подробнее обсуждаться ниже. Вначале целе-
сообразно остановиться на биологической роли этих ферментов на 
раз личных стадиях жизненного цикла вируса. 
 На рис. 3 представлен литический цикл развития бактериофага, 
который можно разбить на несколько этапов: 1 – связывание с 
рецеп торами клетки; 2 – ограниченный лизис муреина пептидогли-
канового слоя и проникновение ДНК фага внутрь клетки бактерии 
(транс фекция); 3 – ингибирование синтеза белков хозяина и переклю-
чение на синтез собственных белков. В случае лизогенного пути 
развития вирусов происходит интеграция ДНК фага с геномом 
бак терии с последующим прекращением синтеза белков хозяина и 
началом собственного существования вируса при возникновении 
условий, обеспечивающих его целесообразность; 4 – регулирование 
собственного белкового синтеза; 5 – сборка вирусных частиц, лизис 
кле точной стенки бактерии и выход вирусных частиц из клетки. 
 Для проникновения в клетку бактерии и выхода из нее большин-
ство бактериофагов, во всяком случае сложноорганизованные био-
логические частицы семейства Caudovirales, используют ПЛФ. В 
качестве такой атаки может быть рассмотрена наиболее хорошо изу-
ченная система взаимодействия грамотрицательных клеток E. coli и 
бактериофага Т4 [39, 40]. Для проникновения внутрь клетки, окру жен-
ной наружной мембраной, пептидогликаном и внутренней мемб ра-
ной, фагу необходимо преодолеть последовательно эти слои и осу-
щест вить перенос вирусной ДНК из головки фага внутрь цитоплазмы 
бактерии. Первоначально бактериофаг распознает своими длинными 
хвостовыми фибриллами LPS-рецепторы, расположенные на поверх-
ности клетки, а затем необратимо связывается с ними короткими 
хвос товыми фибриллами. При этом происходит переход базальной 
плас тинки из гексагональной в конформацию шестиконечной звезды, 
что, в свою очередь, приводит к сокращению хвоста бактериофага 
и проникновению хвостовой трубки сквозь мембрану [41]. Это 
про ник новение осуществляется благодаря комплексу белков gp5 и 
gp27 базальной пластинки, который, проникая через внутреннюю 
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Рис. 3. Схематическое представление процессов, происходящих при фаговой 
инфек ции бактерий [10].
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мемб рану бактерии, разрушает слой пептидогликана до степени, 
позволяющей ДНК фага оказаться внутри клетки. Gp5 – структурный 
белок, который содержит функциональный домен, обладающий 
свойствами ПЛФ [42–44].
 После проникновения ДНК внутрь бактерии (трансфекции) фаг 
Т4 блокирует процессы репликации, транскрипции и трансляции 
хозяйской клетки (только несколько хозяйских белков, таких как 
РНК-полимераза и фактор регуляции транскрипции Rho, в даль ней-
шем используются фагом) и начинает синтез собственных белков, 
осуществляющих блокировку хозяйского белкового синтеза (белок 
Alc), разрушение хозяйской ДНК (белок Ndd) и др. [45]. Мно-
гие важные процессы жизнедеятельности бактерии подавляются 
(протеолиз) [46] или видоизменяются (синтез липидов) [47]. Этими 
изменениями обеспечивается защита белков фага от разрушения 
протеолитическими системами клетки хозяина и предотвращение 
пов торной трансфекции бактериофагами из-за фактической утери 
рецеп торных участков мембран. Кроме того, изменение липид ного 
состава мембран повышает ее «хрупкость» и облегчает последующий 
выход фага из клетки. 
 Однако выход зрелых фаговых частиц невозможен до тех пор, пока 
не разрушен пептидогликановый слой, окружающий клетку. Для этих 
целей бактериофаг использует белок gpe – собственный растворимый 
ПЛФ, который накапливается в клетках и до определенного момента 
не взаимодействует с клеточной стенкой. Взаимодействие белка gpe c 
пептидогликаном становится возможным при экспрессии на поздних 
стадиях жизненного цикла фага белка gpt, который образует поры во 
внутренней мембране, окончательно нарушающие клеточный мета-
болизм, и регулирует конечный лизис клетки [48]. Далее ПЛФ gpе 
разрушает пептидогликановый слой, и вновь образованные фаговые 
частицы высвобождаются из клетки-хозяина.
 Действие бактериофага Т4 можно рассмотреть в качестве наибо-
лее полного цикла клеточного лизиса, обеспеченного фактически 
только ферментами фага. Можно заметить, что при этом происходят 
2 акта лизиса пептидогликанового слоя, описанные в классической 
работе Делбрюка [49] как «лизис извне» («lysis from without») и 
«ли зис изнутри» («lysis from within»). «Лизис извне» ограничен в 
прост ранстве (рецептором фага на клетке и связанным ПЛФ фага) и 
во времени. Эти ограничения обусловлены тем, что вирусу для успеш-
ного осуществления своей стратегии размножения необходимо 
про никнуть в клетку, не убив ее при этом. Задействование ПЛФ, струк-
турно не связанных с вирионом, затрудняет «лизис извне», так как 
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ставит бактериофаг в зависимость от диффузии ферментов, их 
взаимодействия с фагом в условиях многократного разбавления, 
а также скорости распада ПЛФ. Важным фактором является само 
положение участка лизиса, исключающее возможность глобаль-
ного разрушения пептидогликана и, соответственно, немедленной 
гибели клетки-хозяина. Такая локализация обеспечивается за счет 
взаимо действия вириона со специфическим клеточным рецептором 
а также включением ПЛФ в составе вириона, либо его ассоциацией 
с мембраной фага (у фагов, имеющих мембрану). 
 «Лизис изнутри», в противоположность «лизису извне», не огра-
ни чен в пространстве, однако жестко ограничен во времени. Он осу-
ществляется после масштабного синтеза растворимого ПЛФ в клетке 
и запускается одновременно с синтезом и встраиванием в мембрану 
специального регуляторного белка. Такие белки в международной 
литературе называются холинами (holin – от hole «дыра»). Однако, 
во избежание путаницы с более известным аминоспиртом холином 
(choline), мы введем в обзоре обозначение «мембрано-проницающий 
регуляторный белок лизиса» (РБЛ). Встраиваясь в мембрану, РБЛ не 
только образует поры, резко нарушающие метаболизм бактерии, но 
и способствует проникновению ПЛФ через внутреннюю мембрану 
бак терии к пептидогликановому слою. Это происходит по всей внут-
ренней поверхности клетки, обеспечивая тем самым тотальный лизис 
пептидогликанового слоя с последующим разрушением клетки и 
выхо дом фаговых частиц наружу. 
 Существует математическая модель описания «лизиса изнутри» 
[50], которая учитывает ряд лимитирующих факторов – наличие РБЛ 
и связанный с ним задержанный лизис клеток из-за невозможности 
ПЛФ непосредственно контактировать с муреином клеточной стенки. 
Недостаток этой модели заключается в том, что клеточная стенка 
иде ализированно рассматривается как твердое однородное тело без 
учета того, что пептидогликановый слой представляет собой сильно 
гидратированный «периплазматический гель» между внутренней и 
внешней мембраной.
 «Лизис извне» и «лизис изнутри» сильно разнесены во времени. 
Если ранний «лизис извне» знаменует собой начало инфекции, то 
«ли зис изнутри» – ее окончание. Между этими процессами должно 
пройти достаточно времени для синтеза вирусной нуклеиновой кис-
лоты, белков и сборки бактериофага. Таким образом, синтез ПЛФ и 
поздний лизис клеток должны строго регулироваться геномом вируса. 
 Способов регулирования синтеза белков бактериофага довольно 
много. В качестве примера такой регуляции рассмотрим синтез белка 
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gpe (растворимого ПЛФ) бактериофага Т4. Ген e фага Т4, коди рую щий 
этот белок, транскрибируется как в раннем периоде инфекции, так и 
в ее поздней стадии [51]. Однако при ранней транскрипции продукт, 
соот ветствующий ПЛФ, не образуется, а синтезируется белок боль-
шего размера [52, 53]. Это объясняется образованием на ранней ста-
дии транскрипции РНК с более устойчивой вторичной структурой на 
5'-конце, что не позволяет синтезировать продукт из-за блоки ровки 
области Шайн-Дальгарно. На поздней стадии транскрипции промо тор 
позд них генов образует РНК без формирования вторичной струк туры 
и, таким образом, начинается синтез активного ПЛФ. 
 Помимо регуляции транскрипции существует регуляция пост-
трансля ционнная, которая заключается в неспособности ПЛФ ата-
ковать клеточную стенку без сигнала, обусловленного синтезом 
про дукта поздних генов фага Т4 – РБЛ. Таким образом, налицо 
ступенчатая регуляция активности ПЛФ, определяющая точность 
и синхронность процесса лизиса клетки-хозяина с окончанием 
сборки фаговых частиц. Наличие РБЛ или схожего по функциям 
белка характерно для многих фагов. И хотя на данный момент в 
литературе не имеется однозначной информации о структуре РБЛ, 
по первичной последовательности эти белки подразделяются более 
чем на 35 семейств [54] и на 2 основных класса: I (содержащий 3 транс-
мембранных домена) и II (содержащий 2 трансмембранных домена) 
[55, 56] (рис. 4). 
 РБЛ кодируются блоком поздних генов фагов и накапливаются 
во внутренней клеточной мембране, осуществляя ее дестабилизацию 
[55–57]. Механизм действия РБЛ пока до конца не ясен. Его возмож-
ный вариант можно также подробно рассмотреть на примере фага 
Т4 [57]. В РБЛ-связанном лизисе бактериофагом Т4 клеток E. coli, 
помимо собственно ПЛФ gpе и РБЛ gpt, участвует целый ряд про-
дуктов генов фага (rI, rIIA, rIIB, rIII, rV) [46]. Несмотря на то, что 
РБЛ gpt бактериофага Т4 имеет весьма необычное строение (пред-
ставлен всего одним трансмембранным доменом) [58, 59], он, по-ви-
ди мому, как и канонические РБЛ, может образовывать поры. Для 
бак териофага Т4 был предложен также механизм ингибирования 
ли зиса (LIN), в котором ключевую роль играет активируемый белок 
rI, локализованный в периплазме [60, 61]. За счет ряда конформацион-
ных изменений белок rI активируется, связывается с РБЛ и ингиби-
рует его порообразующие свойства. 
 Таким образом, можно предположить следующий механизм 
об ра зования пор: синтезированный РБЛ встраивается в клеточную 
мемб рану и связывается с ингибитором (rI в случае фага Т4), кото рый 
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предотвращает образование порообразной структуры. По-видимому, 
при этом может образовываться каналоподобная структура, которая 
не допускает проникновения в периплазму растворимого ПЛФ и 
крупных молекул, но при этом не препятствует движению ионов, 
кото рые вызывают деполяризацию мембраны. При накоплении дос-
таточного количества РБЛ и ингибитора в мембране клетка стано-
вится неспособной поддерживать свой энергетический метаболизм. 
При этом РБЛ переходит из ингибированной формы в активную и 
участ вует в образовании пор. Считается, что структура поры включает 
в себя 8–10 мономеров РБЛ и имеет диаметр около 5 нм. Такой размер 
поры как раз достаточен для прохождения через нее ПЛФ [58, 59].
 По-видимому, для любого бактериофага желательно наличие 
двух ПЛФ: 1) связанного с вирионом и способного осуществлять 
огра ниченный лизис – экзолизина или экзо-ПЛФ и 2) растворимого, 
осуществляющего полный лизис в комбинации с РБЛ – эндолизина 
или эндо-ПЛФ. Эта система описана для большинства известных 
хвос татых фагов. 
 Существуют также альтернативные системы проникновения и 
выхода фага из клетки. Так, описаны бактериофаги, имеющие всего 
один литический фермент. В этом случае можно предположить, что 
либо этот фермент может способствовать как интервенции фаговой 
ДНК, так и выходу фаговых частиц наружу за счет согласованной 
регу ляции синтеза и действия фермента, либо фаг использует для 
про никновения и выхода бактериальные ПЛФ или транспортные 
меха низмы клетки-хозяина. Также показано, что при мутациях генома 

Рис. 4. Возможная мембранная топология регуляторных белков лизиса мембран 
(РБЛ) класса I и класса II, а так же стехиометрия гомоолигомерной «поры», обра-
зованной РБЛ I и II класса (III) [55].
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фагов, препятствующих синтезу эндо-ПЛФ, конечный лизис клетки-
хозяина может осуществляться при помощи структурного экзо-ПЛФ, 
хотя и со значительно меньшей эффективностью [62]. 
 Известны фаги, у которых полностью отсутствуют гены, кодирую-
щие ПЛФ [63]. Такие фаги кодируют белки, способствующие обра-
зованию пор в мембране клетки хозяина, а регуляция ее автолиза 
осу ществляется собственными ПЛФ. Например, бактериофаг Qβ 
исполь зует белок капсида А2, который блокирует образование пред-
шественника муреина, ингибируя фермент MurA [64]. Для фагов 
с подобной организацией цитолитической системы синтеза собст-
венных ПЛФ не требуется. Однако такой вариант можно считать 
частным случаем, и в литературе нет четких данных о способах 
про никновения подобных фагов в клетку. Неизвестно также, увеличи-
вает ли фаговая инфекция синтез бактериальных ПЛФ. Если фаг 
использует бактериальные ПЛФ для своего выхода из клетки, то 
должна наблюдаться гиперэкспрессия ПЛФ клетки-хозяина по 
сравнению с нетрансфицированными клетками. При обсуждении 
рассматриваемых механизмов следует учитывать, что организация 
цитолитической системы этих фагов недостаточно изучена, и может 
отличаться от описанной, а кроме того, не исключено, что существуют 
дополнительные фаговые ПЛФ, которые пока еще не обнаружены. 
 Возможна также и обратная ситуация, теоретически не оптималь-
ная для эффективности работы цитолитической системы фагов. 
Для фага PRD1 установлено, что оба имеющиеся в его составе 
ПЛФ являются структурными белками [65]. Один из них, Р15, свя-
зан с мембраной, окружающей капсид фага. По всей видимости, 
белок P15 – видоизмененная форма растворимого ПЛФ, который в 
процессе эволюции либо ассоциировался с мембраной, либо встро-
ился в нее. Скорее всего, этот фермент не принимает участия в де-
градации пептидогликана при трансфекции и остается во внешней 
мембране. Другой структурный белок Р7 с литической активностью 
разрушает пептидогликановый слой, способствуя таким образом 
доставке ДНК вируса в клетку хозяина. Однако в конце литического 
цикла Р15 встраивается во внутреннюю мембрану бактерии и раз-
рушает пептидогликановую оболочку изнутри, обеспечивая выход 
бактериофага наружу, оставаясь в состав мембраны, окружающей 
капсид фага. Не исключено также, что помимо функций ПЛФ 
Р15 и/или РБЛ может обладать и функцией координирования 
образования мембраны фага PRD1 [66]. Наличие обоих ПЛФ – и 
большого структурного экзо-ПЛФ gp181, и небольшого эндо-ПЛФ 
gp144 в составе вирусной частицы, было обнаружено у гигантского 



Пептидогликанлизирующие ферменты бактериофагов… 81

хвостатого фага φKZ [67]. В этом случае, видимо, играет роль 
полифункциональность gp144, субстратсвязывающий домен которого 
может участвовать в процессе узнавания рецепторов клеточной 
стенки при трансфекции бактерии фагом. 
 Таким образом можно видеть, что подробно описанная утили тар-
ная схема применения бактериофагами ПЛФ двух типов и РБЛ – не 
универсальна. Имеется множество вариаций и исключений из этого 
правила. Вероятно, что по мере накопления сведений о цитолитичес-
ких системах других бактериофагов будут обнаружены и другие 
функ циональные схемы, оптимизированные для специфических 
клеток хозяев и морфологических типов фагов. Однако с точки зре-
ния структуры ПЛФ и молекулярного механизма их действия раз-
нообразие не так велико. 

V. КЛАССИФИКАЦИЯ ПЕПТИДОГЛИКАНЛИЗИРУЮЩИХ 
ФЕРМЕНТОВ

 В настоящий момент существует несколько типов классификации 
ПЛФ [68–72]. Рассматривая гликозилгидролазы в целом, Энриссат 
и Байрох [68] отнесли ПЛФ вирусов к группам 22, 23 и 24 гидролаз. 
Анализируя эволюционное родство между ПЛФ, [70, 71] их подраз-
де лили на V(virus)-, G(goose)-, C(chicken)-, CH (chalaropsis)-типы, 
к которым недавно прибавился тип I (invertebrate)- [73]. ПЛФ 
вирусов бактерий [74] преимущественно относятся к V-типу (gpе, 
gp5 бактериофага Т4), хотя известны также представи тели G-ти па 
(gp16 бактериофага Т7 и Р7 бактериофага PRD1) и СН-типа (LysA 
бактериофага MV1 и Сpl бактериофага Ср-1). В силу ряда осо-
бенностей, не характерных ни для одного из описанных классов, 
gpR бактериофага λ был выделен в подтип ПЛФ λ-типа. Путем иссле-
дования структуры и различных свойств ПЛФ фагов было показано, 
что ферменты типов V, G и частично λ имеют общие структурные эле-
менты с ПЛФ С-типа (например, с лизоцимом из куриного яйца). 
 В настоящей работе мы подробно рассмотрим классификацию, 
осно ванную на химическом механизме действия ПЛФ. По способу 
свя зывания и расщепления субстрата литические ферменты бакте-
риофагов подразделяются на: 1) лизоцимподобные мурамидазы 
КФ 3.2.1.17; 2) N-ацетилмурамоил-L-аланин-амидазы КФ 3.5.1.28; 
3) пептидазы КФ 3.4.17 [74], а также эстеразы КФ 3.1.1.2 [75]. Лизо-
цим-подобные литические ферменты гидролизуют β1–4-связь между 
остатками N-ацетилмурамовой кислоты и N-ацетилглюкозамином в 
молекуле пептидогликана и подразделяются на мурамидазы и лити-
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ческие трансгликозилазы (рис. 2). В качестве примера мурамидаз 
можно привести ПЛФ – gp е бактериофага Т4, а трансгликозилаз – gp 
R фага λ. N-Ацетилмурамоил-L-аланин-амидазы гидролизуют амид-
ную связь между N-ацетилмурамовой кислотой и L-аланином, а пеп-
ти дазы – пептидную связь между аминокислотами пептидогликана. 
Примером амидазы может служить gp15 бактериофага Т7, а пепти-
дазы – ПЛФ фага φ6.

МУРАМИДАЗЫ

 Белок gpе (лизоцим) бактериофага Т4 является типичным пред-
ставителем мурамидаз. По результатам рентгеноструктурного ана лиза 
[76, 77] его молекула имеет размеры примерно 50×30×30 Å и пост-
роена из 165 а.о. Она состоит из двух доменов, один из которых вклю-
чает в себя спиральные участки и три антипараллельных β-слоя, а 
другой – только спиральные фрагменты вторичной структуры (рис. 5). 
Между собой домены соединены длинным спиральным участком (20 
а.о.). Таким образом, примерно 70% от общего числа аминокислотных 
остатков вовлечено в регулярные структуры – около 60% образуют 
спиральные участки, а около 16 остатков формируют β-слой. Gpе 
имеет высокую степень гомологии с лизоцимом из яйца курицы и, 
по-ви димому, одинаковый механизм действия [77].
 Лизоцим из яйца курицы – первый фермент, пространственная 
струк тура которого была определена с помощью ренгеноструктур ного 
ана лиза [78]. На примере этого типичного и наиболее изучен ного 
лизо цима можно рассмотреть механизм действия мурамидаз.

Рис. 5. Структура пептидогликанлизирующего фермента gpе бактериофага Т4.
 А – вид сбоку (вертикальная проекция), Б – вид сверху, В – вид сбоку (гори-
зон тальная проекция) [77]. α-спирали показаны в виде цилиндров, β-тяжи в виде 
плоских стрелок.
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 На первой стадии ферментативной реакции происходит связыва-
ние фермента с субстратом, представляющим собой олигосахарид, 
содержащий 6 остатков, которые нумеруются A:F либо 4:-2. Субст рат 
связывается при помощи множества электростатических взаимо дей-
ствий в искаженной конформации, при этом сахарный остаток в 
пози ции –1 находится в конформации полукресла. Следствием этого 
является образование петли между остатками сахаров в положениях 
между +1 и –1.
 Филлипс [79] предложил следующий механизм катализа (рис. 6Б): 
остаток аминокислоты каталитического центра Glu35 протонирует 
кис лород гликозила, в то время как нуклеофильный остаток амино-
кис лоты Asp52 стабилизирует образующийся карбкатион посредством 
электростатических взаимодействий. После образования интерме диата 
свободный олигосахаридный фрагмент диффундирует из актив ного 
участка, замещаясь нуклеофильной молекулой воды. Молекула воды 
свя зы вается с С1- атомом интермедиата с помощью отрицательного 
заряда Glu35, действующего как основание. Присоединение молекулы 
воды происходит стереоселективно, с образованием только β-связи, 
так как со стороны α- находится остаток Asp52, стабилизирующий 
пере ходное состояние.
 Кошланд [80] предложил альтернативный механизм каталитичес-
кой реакции, представленный на рис. 6А. Отличие от описанного 
выше механизма состоит в том, что предполагается образование 
интер медиата, ковалентно связанного с ферментом через остаток 
ами но кислоты Asp52. Обе теории, объясняющие возможный механизм 
реак ции, существуют параллельно уже много лет, однако до сих пор 
исследователи не пришли к единому мнению [81, 82].

ЛИТИЧЕСКИЕ ТРАНСГЛИКОЗИЛАЗЫ

 В соответствии с нюансами структуры литические трансгликози-
лазы бактерий и бактериофагов подразделяют на 4 семейства. К 
первому семейству относятся гликозилазы Slt, MltC, EmtA, YfhD, 
MltD из E.coli (которые имеют высокое родство с ПЛФ G-типа, и, в 
свою очередь, подразделяется на 5 подсемейств), ко второму отно-
сится трансгликозилаза MltA из E. coli, к третьему – MltB из E. coli, 
а к четвертому – ПЛФ бактериофага λ [69].
 Типичным представителем литических трансгликозилаз является 
белок gpR бактериофага λ [83] (рис. 7А). Его кристаллическая струк-
тура образована тремя независимыми молекулами, названными А, В и 
С. Структуры молекул А и С очень схожи, в то время как молекула В 
имеет значительные отличия в области с 51 по 60 и с 128 по 141 а.о.
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Рис. 6. Возможные пути каталитического механизма расщепления пептидогли-
кана мурамидазами: А – механизм Кошланда [80]; Б – механизм Филлипса [79].
 Ac – ацетил, R – олигосахарид, R' – пептидная часть, NAM – N-ацетилму ра-
моил, NAG – N-ацетилглюкозамин.
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 Сравнение gpR фага λ с лизоцимами из яйца курицы и из бакте-
рио фага Т4 показывает, что, несмотря на некоторое сходство с лизо-
цимами С-типа (короткая спираль, связывающая 2 домена в молекуле 
gpR λ, и наличие консервативных β-слоев как в лизоциме С-типа, так 
и в ПЛФ фага λ), gpR λ отличается от других лизоцимов [84].
 Каталитический механизм трансгликозилаз можно рассмотреть на 
примере фермента E.coli MltB, имеющего высокую степень гомоло гии 
с gpR бактериофага λ [85]. Основным отличием трансгликозилаз от 
мура мидаз является отсутствие у них нуклеофильного каталитичес-
кого остатка, такого как Asp52 у лизоцима из яйца курицы (см. выше). 
Различия также проявляются в существовании сайтов связы вания 
олигосахарида в позициях +1 и +2. Первая стадия реакции – обра-
зование оксокарбониевого катиона – протекает так же, как в случае 
мура мидазы и катализируется остатком Glu162. На второй стадии 
реак ции происходит внутримолекулярная нуклеофильная атака 
С6-гидроксилом С1-атома углерода оксокарбониевого катиона. 
Для такой атаки необходимо, чтобы остаток сахара находился в кон-
фор мации ванны с С5-гидроксиметильной группой в аксиальном 
положении. Именно в такой конформации происходит сближение 
С6-гид роксильной группы и С1- атома углерода и возможна нуклео-
фильная атака. При этом каталитический остаток Glu162 активирует 
С6-гидроксил, оттягивая на себя протон гидроксила. Стабилизация 

Рис. 7. Структура ПЛФ бактериофага λ (тример) (I) и комплекса ПЛФ бакте-
риофага Т7 с T7-РНК-полимеразой (III) [83].
 α-спирали показаны в виде цилиндров, β-тяжи в виде плоских стрелок.
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оксокарбониевого катиона возможна и путем взаимодействия с кар-
бонильным кислородом N-ацетильной группы субстрата (рис. 8).
 Взаимодействие N-ацетильной группы N-ацетилглюкозамина 
с координирующими остатками Arg187 и Arg188активного центра 
позволяет переходному состоянию принять такую конформацию, при 
которой карбонильный атом кислорода оказывается сближенным с 
С1-атомом сахарного остатка. В таком положении оксокарбониевый 
катион стабилизируется за счет электростатического взаимодействия 

Рис. 8.  Реакция расщепления пептидогликана трансгликозилазой MtlB.
 Остаток Glu162 служит для протонирования гликозидной связи с последую-
щим образованием промежуточного мурамилоксокарбониевого катиона. 
R – олигосахарид, R' – пептидная часть [85].
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положительного заряда С1-атома с частично отрицательным зарядом 
карбонильного кислорода, что, соответственно, ведет к стабилизации 
переходного состояния в целом. Кроме того, карбонильный кислород 
защищает С1-атом от возможной атаки молекулой воды с α-стороны. 
Существует теория, согласно которой между карбонильным кислоро-
дом и С1-атомом образуется ковалентная связь и, соответственно, воз никает 
переходное состояние с оксазалоновым циклом [86]. Однако это 
предположение пока недостаточно подтверждено экспери ментально.
 Внутримолекулярная нуклеофильная атака может протекать 
при более коротком времени жизни оксокарбониевого катиона и, 
соот ветственно, меньшей степени стабилизации переходного состоя-
ния. Этим объясняется отсутствие нуклеофильного каталитического 
остатка у трансгликозилаз [87].

N-АЦЕТИЛМУРАМОИЛ-L-АЛАНИН-АМИДАЗЫ

 Эти ферменты гидролизуют связь между N-ацетилмурамовой кис-
лотой и L-аланином пептидного хвоста. Наиболее хорошо изученным 
ферментом данного типа является ПЛФ (gp 3.5) бактериофага Т7, 
структура которого определена с разрешением 2,2 Å [88]. Gp3.5 фага 
Т7 – бифункциональный Zn-ассоциированный белок, который помимо 
амидазной активности обладает способностью ингибировать транс-
крипцию, осуществляемую с помощью Т7-РНК-полимеразы [89].
 Молекула gp 3.5 фага Т7 имеет размеры 46,5×62,5×110 Å и 
состоит из 5 β-слоев (4 параллельных и 1 антипараллельный) и трех 
α-спиралей (рис. 7Б). ПЛФ связывает ион Zn2+ за счет His17, His22 и 
Cys130 и через молекулу воды с остатком Tyr46. Атом цинка необходим 
для осуществления амидазной активности, но не требуется для инги-
бирования Т7 РНК-полимеразной активности [90]. Сравнение gp 3.5 
фага Т7 с gpe фага Т4 и лизоцимом из яйца курицы показало различие 
в структуре этих белков. 
 Cтруктура каталитического центра и механизм действия gp 3.5 
фага Т7 имеют определенное сходство с двумя Zn2+-протеазами: 
тер молизином и карбоксипептидазой А. Остатки His122, Cys130, His17 
ПЛФ фага Т7, являющиеся лигандами Zn2+, соответствуют остаткам 
His69, Glu72, His196 карбоксипептидазы А и остаткам Glu166, His146, 
His142 термолизина. В свою очередь, Tyr46 соответствует остатку отри-
цательно заряженной аминокислоты (Glu270 карбоксипептидазы А 
и Glu143 термолизина), а Lys128 – остатку положительно заряженной 
аминокислоты(Arg127 карбоксипептидазы А и His231 термолизина). 
Ката литический механизм данной реакции включает в себя три основ-
ные стадии [88] (рис. 9):



К.А. Мирошников  и др.88

 1. Взаимодействие положительно заряженного остатка Lys128 с 
карбонильным атомом кислорода субстрата. 
 2. Нуклеофильная атака молекулой воды, активированной Zn2+ и 
отри цательно заряженным остатком Tyr46.
 3. Диссоциация переходного комплекса и переход протона на ухо-
дящую аминогруппу.
 Каталитическая роль фермента в основном заключается в увели-
чении лабильности пептидной связи путем поляризации двойной 
свя зи карбонильной группы и обеспечении перехода атома углерода в 
sp3-состояние. Это приводит к уменьшению π-делокализации пеп тид-
ной связи, что, в свою очередь, ведет к удлинению связи и, соответст-
венно, к увеличению основности азота. Таким образом, и азот, и 
угле род пептидной связи становятся более реакционноспособными 
по отношению к молекуле воды [90].

Рис. 9. Реакция расщепления боковой цепи пептидогликана амидазой бактерио-
фага T7.
 R1 – ацетилмурамовая кислота, R2 – пептидная цепь (в цитированной работе – 
три пептид L-аланил-γ -D-глутамил-мезо-диаминопимелил-D-аланин) [88].
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ПЕПТИДАЗЫ

 Пептидазы гидролизуют пептидную связь между аминокисло-
тами пептидного «хвоста», присоединенного к ацетилмурамиловым 
группам пептидогликана. Типичным представителем пептидаз явля-
ется белок P5 из бактериофага φ6, обладающий широким спектром 
литической активности по отношению к грамотрицательным бак те-
риям [91]. Этот класс цитолитических ферментов является самым мало-
чис ленным. Возможно, именно поэтому пептидазы мало изучены – до 
сих пор неизвестны ни их структура, ни механизм действия. Для белка 
Р5 было установлено, что он имеет «лизоцимподобную» третичную 
структуру, а некоторые структурные мотивы имеют высокую степень 
гомологии с литическими трансгликозилазами, а также с ПЛФ C-, 
V- и G-типа [92].

VI. МОДУЛЬНОЕ СТРОЕНИЕ 
ПЕПТИДОГЛИКАНЛИЗИРУЮЩИХ ФЕРМЕНТОВ

 В 1990 г. при изучении автолитических ферментов пневмококков 
S. pneumoniae Диас с сотр. [93] обнаружили закономерность модуль-
ного строения большинства из них. Один домен узнает РБЛ, ассо-
циированные с клеточной стенкой, определяя таким образом место 
буду щего лизиса, а другой, содержащий активный центр гидролазы 
(мура мидазы, глюкозаминидазы и т.п.), фактически производит 
рас щепление пептидогликанов. Генно-инженерные эксперименты 
по комбинированию и перестановке функциональных доменов под-
твердили эту теорию [94, 95]. В дальнейшем модульное строение 
было обнаружено как у новых, так и у ранее открытых ПЛФ из раз-
лич ных источников, в том числе и бактериофагов [95–99]. 
 В ряде случаев к одному связывающему домену могут присоеди-
няться два и более каталитических домена [99]. Наличие же домена 
свя зывания обеспечивает субстратную специфичность ПЛФ. В целом, 
при сравнении литических ферментов одного класса из разных фагов 
было показано, что каталитические домены у них имеют доволь но 
высокую гомологию, в то время как область связывания некон сер-
вативна [100]. 
 У ПЛФ фагов грамположительных бактерий каталитический домен 
обычно находится в N-концевой области полипептидной цепи, а домен 
узнавания – в С-концевой [97]. У фагов грамотрицательных бак терий 
подобная закономерность не столь четко выражена [98]. Например, 
эндо-ПЛФ gp144 бактериофага φKZ P. aeruginosa имеет N-концевое 
рас положение участка связывания с пептидогликанами [67]. А неко-
торые эндо-ПЛФ имеют очень малый размер, и дополнительные 
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домены, отвечающие за связывание с пептидогликановым субстратом 
или предварительно внедрившимися в клеточную стенку РБЛ, в них 
не обнаружены.
 В силу структурной дискретности строения ПЛФ бактериофагов 
возможно создание химерных ферментов с измененной специфич-
ностью к субстрату и иным механизмом действия. На примере 
литических ферментов фагов S. pneumoniae это было эксперимен-
тально продемонстрировано [100]. De novo сконструированный ПЛФ 
узнавал тот же самый участок клеточной стенки пневмококков, но 
расщеплял иную связь пептидогликана. 
 Недавно была установлена полная кристаллическая структура 
модульного ПЛФ Сpl–1 [97] в свободном и ассоциированном с РБЛ 
состояниях. Из полученных данных можно предположить, что после 
свя зывания домена узнавания с РБЛ происходит конформационная 
пере стройка, обеспечивающая оптимальную для расщепления пеп-
тидогликанов ориентацию активного центра. Это является одним 
из доказанных примеров регуляции активности ПЛФ. Другим 
при ме ром регуляции служит наличие в генах некоторых фагов 
интронов, например, интрона группы I у ПЛФ фагов Staphyloccoccus 
thermophilus [101] и бактериофага К S. aureus [102]. Сплайсинг и син-
тез активной формы фермента начинаются только после полу чения 
соответствующего молекулярного сигнала [101, 102]. 
 Высокодифференцированная мультимодульная организация 
характерна для экзо-ПЛФ, т.е. ПЛФ, осуществляющих «лизис сна-
ружи» на первом этапе фаговой инфекции. Нередко экзо-ПЛФ 
вхо дят в состав сложных многобелковых комплексов и в процессе 
инфи цирования претерпевают конформационные и протеолитичесие 
изменения. К настоящему времени хорошо изучен лишь комплекс 
экзолитических белков gp5 и gp27 бактериофага Т4 [40]. Эти белки 
входят в состав средней втулки базальной пластинки [42, 44]. Gp5 
содержит каталитический домен, участвующий в разрушении пеп-
ти догликанового слоя клеточной стенки снаружи [43]. Структура 
активного центра фермента gp5 ~ на 40% гомологична активному 
центру цитоплазматического ПЛФ фага Т4, кодируемого геном e 
[103], причем функциональные аминокислотные остатки Glu11, Asp20 
и Thr26 у gpе и Glu184, Asp193 и Thr199 у gp5 полностью идентичны. Соот-
ветственно, можно предположить, что по механизму действия оба 
ПЛФ бактериофага Т4 относятся к мурамидазам. После встраивания 
в базальную пластинку gp5 подвергается автокаталитическому рас-
щеплению между остатками Ser351 и Ala352. Обе части – N-(gp5*) 
и C-концы (gp5C) – остаются связанными с частицей вируса [44]. 
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Таким образом, комплекс gp5–gp27 состоит из девяти полипептидных 
цепей – (gp27–gp5*–gp5C)3. 
 Структура комплекса gp5–gp27, определенная с разрешением 2,9 Å 
[42] (рис. 10), представляет собой факелоподобную конструкцию вы-
сотой 190 Å, в которой тример gp27 расположен cверху. Три мономера 
gp27 собраны в полый цилиндр с внутренним и внешним диаметрами 
30 и 80 Å, соответственно, которые окружают N-концевые домены 
gp5* с присоединенным доменом gp5С. Тример gp5С SDS-устойчив, 
и C-концевые части трех цепей gp5C, содержащие 11 октапептидных 
повторов ValXGlyXXXXX, свернуты в жесткую β-спиральную 
призму, а домены лизоцима окружают N-конец призмы.
 Мономер gp5* содержит два домена: N-концевой домен и актив-
ный центр ПЛФ. N-Концевой β-структурный домен (остатки 1–129) 
образует самостоятельную третичную структуру (фолд) и содержит 
сайт связывания олигосахаридов [104], который обеспечивает взаи-

Рисунок 10. Структура комплекса белков gp5-gp27 бактериофага Т4 [40]. 
 α-спирали показаны в виде спиралей, β-тяжи в виде плоских стрелок.
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модействие с пептидогликановым слоем. Активный центр ПЛФ рас-
положен на периферии центральной β-спирали. Активация ПЛФ в 
структуре (gp5*–gp5C)3 происходит после диссоциации комплекса.
 Механическое воздействие сокращения чехла передается через 
комплекс gp27–(N-концевой домен gp5) на жесткую β-спиральную 
моле кулярную «иглу», которая прокалывает внешнюю мембрану. По 
мере сокращения чехла игла проходит на глубину ~ 40 Å, углубляя 
пору в мембране. При контакте с пептидогликановым слоем игла 
отщеп ляется от конца стержня, что активирует gp5-ПЛФ, который 
локально разрушает клеточную стенку, позволяя стержню войти в 
кон такт с цитоплазматической мембраной. Тример gp27, находясь 
на конце стержня, вероятно, взаимодействует с рецепторами на цито-
плазматической мембране, что инициирует выход ДНК из капсида и 
проникновение ее в клетку по каналу стержня [40–42].
 Парадоксальный, на первый взгляд, способ механического проник-
но вения через клеточную стенку специальным доменом экзо-ПЛФ с 
целью оптимизации положения активного центра, очевидно, дос таточ но 
широко распространен у бактериофагов. Косвенно это под тверж-
дается наличием у некоторых экзо-ПЛФ термостабильных доменов, 
обладающих, по-видимому, повышенной жесткостью [44, 105, 106].

VII. ПРАКТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ ЭНЗИБИОТИКОВ, 
ОГРАНИЧЕНИЯ И ПЕРСПЕКТИВЫ

 Интенсивное исследование литических ферментов бактериофагов 
привлекло внимание клиницистов к их апробации в качестве лечеб-
ных агентов. В обращение был введен термин «энзибиотики» (фер-
ментативные антибиотики, как правило, фагового происхождения) 
[100]. Было установлено, что ПЛФ PlyG, полученный из фага γ Bacil-
lus anthracis, способен лизировать как взрослые клетки, так и споры 
B. anthracis [107]. Добавление ПЛФ стрептококкового бактериофага 
вызывает быстрый лизис клеток стрептококков групп А (S. pyogenes) 
[108] и В (S. agalactiae) [109], а также защищает мышей от развития 
инфек ции при заражении их стрептококками [110]. 
 Наиболее интересное свойство литических ферментов – их спо-
соб ность убивать только те виды или подвиды бактерий, против 
которых направлены фаги-источники выделенных ПЛФ. Нап ри-
мер, ПЛФ фагов стафилококков убивают стафилококки, а фер-
менты пневмококковых фагов – пневмококки [110–112]. Таким 
образом, в отличие от антибиотиков, большинство из которых имеют 
широкий спектр действия и уничтожают практически все бактерии, 
присутствующие в организме пациента, ПЛФ могут убивать только 
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патогенные микроорганизмы, практически без токсического эффекта 
по отношению к нормальной симбиотической микрофлоре. 
 Для ПЛФ фагов грамположительных бактерий (например, 
пневмококков) при использовании двух ПЛФ с разными механиз-
мами действия наблюдается существенный синергический эффект: 
при их одновременном применении эффективность уничтожения 
бак терий повышается [111–114]. В этом случае уменьшается и 
опас ность появления ферментоустойчивых мутантов. Синергизм 
действия также отмечен при использовании ПЛФ в комбинации с 
син тетическими антибиотиками [115, 116]. Например, сочетание 
ПЛФ Cpl-1 и пенициллина или гентамицина приводило к полному 
унич тожению пневмококков пенициллинустойчивого штамма [116]. 
Таким образом, правильно подобранная комбинация ферментов и 
низкомолекулярных антибиотиков может подавлять многие штаммы 
патогенных микроорганизмов, устойчивые к антибиотикам. 
 Однако выявился и ряд ограничений на использование ПЛФ. 
Имеющиеся данные свидетельствуют об относительно эффективном 
действии энзибиотиков лишь против грамположительных бактерий. 
Это обусловлено строением их клеточной стенки, не препятствующем 
контакту ПЛФ с углеводами и пептидогликанами клетки снаружи, в 
то время как у грамотрицательных бактерий внешняя мембрана сни-
жает эффективность ПЛФ почти до нулевого уровня [112, 113]. 
 При обсуждении перспектив терапевтического использова ния 
ПЛФ бактериофагов потенциальное беспокойство вызывает опас-
ность выработки нейтрализующих антител. В отличие от антибио-
тиков, которые в подавляющем большинстве – неиммуногенные 
малые молекулы, ферменты могут стимулировать иммунный ответ 
при эпизодическом и систематическом приеме. Для изучения этого 
вопроса исследовалось влияние гипериммунной кроличьей сыво-
ротки против ПЛФ фагов пневмококков, сибирской язвы и S. pyo-
ge nes на антибактериальный эффект ферментов [112–114]. Было 
показано, что in vitro и in vivo антитела замедляют, но не полностью 
бло кируют лизис бактериальных клеток. Отчасти этот эффект объяс-
няется тем, что аффинность ПЛФ к своим субстратам может быть 
выше, чем антитела к ферменту. Подобно другим белкам, вводи мым 
внутривенно животным и человеку, фаговые белки имеют корот кий 
период полураспада (около 15 мин, [110]). Однако в случае грампо-
ложительных бактерий ПЛФ осуществляют свое действие очень 
быстро и за отведенный промежуток времени успевают оказать тера-
певтический эффект. [111, 113]. Но даже в этом случае для излечения 
от инфекции требуются множественные инъекции или постоянная 
инфузия фермента в организм в течение некоторого времени [112].
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 Литические ферменты фагов можно использовать как новое 
сред ство борьбы с бактериальными патогенами. Впервые появилась 
возможность подавлять патогенные микроорганизмы в организме 
че ло века, не затрагивая нормальную флору. Уже изученные ПЛФ 
бак териофагов вполне перспективны для использования против устой-
чивых к антибиотикам грамположительных бактерий в тех местах, где 
это является серьезной проблемой – больницах, роддомах, ожоговых 
центрах и богадельнях. Многие из выделенных ПЛФ выдерживают 
температуру до 60 оС и сравнительно несложны для производства в 
больших количествах [44, 105, 106, 114]. 
 В прикладном аспекте основная задача на будущее – совер шенст-
вование стратегии применения фаговых ПЛФ. Белковая инженерия 
и направленный мутагенез могут способствовать разработке новых 
ПЛФ, наиболее активных в каждом конкретном случае. Считается, 
что число разновидностей фагов на Земле составляет около 1031, и на 
сегодня известна лишь ничтожная часть из них. Поэтому вероят ность 
открытия новых ПЛФ, в том числе эффективных и против грамот-
рицательных бактерий, очень велика. Таким образом, есть надежда, 
что в обозримом будущем благодаря внедрению новых фаговых 
ПЛФ и дальнейшему развитию фаговой терапии будет решена проб-
лема борьбы с патогенными штаммами бактерий, устойчивых к 
низкомолекулярным антибиотикам.
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