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Аннотация. Изучено влияние индукторов на секрецию протеолитических ферментов энтомопато-
генного микромицета Akanthomyces cf. aculeatus в условиях глубинного культивирования. Получен в 
результате фракционирования методом изоэлектрофокусирования и охарактеризован препарат проте-
олитических ферментов микромицета. В комплексном препарате определена активность нейтральной 
сериновой протеазы, имеющая гомологию с субтилизин-подобной сериновой протеазой из семейства 
S8, обладающая коллагенолитической и фибриногенолитической активностью. Изучены свойства и 
проведен анализ гликозилирования пептидазы. 
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Abstract. The effect of the composition of inducers on the secretion of proteolytic enzymes of the entomopathogenic 
micromycete Akanthomyces cf. aculeatus under conditions of submerged cultivation was studied. A preparation 
of proteolytic enzymes of the micromycete Akanthomyces cf. aculeatus was obtained, fractionated using 
isoelectrofocusing using the Westerberg method, and characterized. The complex preparation contains the 
presence of a neutral serine protease having homology with a subtilisin-like serine peptidase from the S8 family. 
A peptidase with collagenolytic and fibrinogenolytic activity was isolated, properties were studied, peptidase 
glycosylation was analyzed.
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Изучение микромицетов, ассоциированных с 
насекомыми, представляет большой интерес для 
современной микробиологии и биотехнологии, 
поскольку они могут быть перспективным источ-
ником биологически активных веществ, в том 
числе протеолитических ферментов. Энтомопато-
генные и энтомофильные грибы, взаимодейству-
ющие с насекомыми, адаптированы к специали-
зированным нишам обитания, что обуславливает 
уникальные свойства их ферментных систем. Про-
теолитические ферменты, продуцируемые такими 
грибами, обладают высокой специфичностью и 
стабильностью, что делает их привлекательными 
для применения в различных отраслях промыш-
ленности, медицины и сельского хозяйства.

Протеазы микромицетов могут быть перспек-
тивными средствами биоконтроля для борьбы с 
насекомыми-вредителями. Ферменты, катализи-
рующие расщепление белков, играют ключевую 
роль в инфицировании и гибели насекомых-хо-
зяев. Повышенное внимание к экологически без-
опасным методам защиты сельскохозяйственных 
культур обуславливает необходимость поиска но-
вых штаммов грибов с высокой протеолитической 
активностью. Использование таких ферментов 
будет способствовать снижению применения хи-
мических пестицидов и уменьшению негативного 
воздействия на окружающую среду.

Кроме того, протеолитические ферменты 
микромицетов, связанных с насекомыми, могут 
найти широкое применение в биотехнологии —  
от производства пищевых добавок и фармацевти-
ческих препаратов до обработки биологических 
материалов и создания средств диагностики. Ис-
следование ферментных систем этих грибов рас-
ширяет знания о структуре и механизмах действия 
протеаз, способствует разработке инновационных 
методов их применения и повышает эффектив-
ность биотехнологических процессов. В связи с 
этим изучение микромицетов как источника про-
теолитических ферментов остается одной из задач 
современной науки.

Успешное развитие грибов в организме 
насекомых в значительной степени зави-
сит от физиологического состояния хозяев.  
Одним из представителей энтомопатогенных гри-
бов является Akanthomyces  cf.  aculeatus, который 
выделяется уникальными свойствами своих фер-
ментов. По последним данным литературы у этого 
микромицета имеется способность к гидролизу ка-
зеина, коллагена, фибрина, фибриногена и других 
белковых молекул [1]. 

Грибы рода Akanthomyces относятся к эколо-
го-трофической группе энтомопатогенных грибов, 
являются патогенными для насекомых и могут 
встречаться в различных природных средах оби-
тания. Они обладают уникальной способностью 
проникать в тела своих насекомых-хозяев, при-

крепляясь к хитиновому экзоскелету и белковым 
структурам, представляющим собой компоненты 
мембран и клеточных стенок насекомых, частички 
пищи насекомых и др. [5]. 

Существуют различные способы заражения эн-
томопатогенными микромицетами, наиболее рас-
пространенным из которых является разрушение 
белков на поверхности насекомого с последующим 
проникновением в организм. Akanthomyces aculeatus 
играет важную роль в поддержании экологического 
баланса, являясь естественными регуляторами по-
пуляций насекомых и других членистоногих, может 
использоваться в сельском хозяйстве в качестве 
органического инсектицида и обладает потенциа-
лом для фармацевтического применения благодаря 
своей биологической активности [3, 16, 25].

Протеолитические ферменты широко исполь-
зуются в промышленности, медицине и сельском 
хозяйстве, поэтому изучение характеристик и 
свойств этих ферментов представляет большой 
научный и практический интерес.

Цель работы – изучение влияния состава пита-
тельной среды на способность штамма Akanthomyces 
aculeatus к продукции протеолитических фер-
ментов, активных в отношении фибриллярных и 
глобулярных белков, а также получение, очистка 
и характеристика препарата протеаз исследуемого 
штамма. 

МЕТОДИКА
Культура и условия культивирования. В работе 

был использован штамм энтомопатогенного ми-
кромицета Akanthomyces cf. aculeatus, полученный из 
коллекции кафедры микологии и альгологии биоло-
гического факультета МГУ имени М. В. Ломоносова. 

Изучение влияния состава питательной среды на 
протеолитическую активность A. cf. aculeatus. Для 
определения протеолитической активности 7-суточ-
ную культуру гриба, выращенную на агаризованной 
среде Чапека-Докса с добавлением 0,5 % дрожжевого 
экстракта, переносили в жидкую посевную среду для 
активации прорастания спор и накопления активной 
биомассы. 

Состав среды Чапека–Докса с дрожжевым экс-
трактом (г/л): глюкоза – 30,0; дрожжевой экстракт – 
5,0, NaNO3 – 3,0, K2HPO4 – 1,0, MgSO4×7H2O – 0,5, 
KCl – 0,5, FeSO4×7H2O – 0,01, агар бактериологиче-
ский – 20,0. Состав посевной среды (г/л): сусло пив-
ное – 67,0, глюкоза – 20,0, пептон ферментативный –  
1,0. 

Инкубирование проводили при перемешивании 
в шейкер-инкубаторе ES-20/80 («BioSan», Латвия) 
со скоростью 200 об./мин при температуре 28 °С в 
течение 48 ч. Далее 3% биомассы из колбы с посевной 
культурой, переносили в колбы с различными фер-
ментационными средами №№ 1 – 8 (ФС).
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Состав ФС 1 (г/л): глюкоза – 30,0, глицерин –  
70,0, NaNO3 – 2,0, гидролизат рыбной муки  
(ГРМ) – 5,0, MgSO4×7H2O – 0,5, KH2PO4 – 0,5. 

Состав ФС 2 (г/л): глюкоза – 35,0, крахмал – 1,2, 
пептон ферментативный – 5,0, ГРМ – 5,0, NaCl – 
2,0, MgSO4×7H2O– 0,5, KH2PO4 – 0,5.

Состав ФС 3 – 8 (г/л), основа: глюкоза – 30,0, 
NaCl – 0,5, MgSO4×7H2O – 0,5, KH2PO4 – 0,5.  
В качестве источников белка (5,0 г/л) ФС 3 содер-
жала молотую шерсть, ФС 4 – гидролизат кератина,  
ФС 5 – эластин, ФС 6 – перьевую муку, ФС 7 – кол-
лаген, ФС 8 – фиброин.  

Ферментационные среды различались источни-
ком азота – ключевым компонентом, влияющим 
на метаболизм грибов. ФС1 содержала в качестве 
источника азота минеральный компонент в виде 
нитрата натрия и органический компонент – ГРМ, 
ФС2 содержала только источники органического 
азота – пептон и ГРМ, а ФС3 – ФС8 содержали в 
своем составе различные органические индукторы 
синтеза белка, выступавшие также в роли углеродных 
и азотных субстратов. 

Akanthomyces cf. aculeatus для получения биомассы 
выращивали в тех же условиях, что и посевную куль-
туру в течение 4 сут при 30 °С. Далее отделяли культу-
ральную жидкость (КЖ) фильтрованием и проводи-
ли определение протеолитической активности. 

Определение протеолитической активности. Об-
щую протеолитическую активность КЖ оценивали 
с использованием 0,2 %-ного субстрата азоказе-
ина («Sigma-Aldrich», США), приготовленного на  
0,1 М Трис-HCl-буфере, рН 8,2, коллагеназную –  
с использованием субстрата азоколла («EMD 
Millipore», США), 0,2 %-ная суспензия в 0,1 М 
Трис-HCl-буфере, рН 8,2. Способность к гидро-
лизу фибриногена оценивали с использованием 
1%-ной суспензии бычьего фибриногена («Sigma-
Aldrich», США) в 0,1 М Трис-HCl-буфере, рН 8,2 [24]. 

Реакционная смесь состояла из 200 мкл КЖ и 400 
мкл соответствующего субстрата и инкубировалась в 
условиях постоянного перемешивания на термошей-
кере со скоростью 600 об./мин при температуре 37 °С 
в течение 10, 20 и 30 мин для фибриногена, азоколла и 
азоказеина соответственно. Для остановки реакции в 
смесь добавляли 600 мкл 10%-ного раствора трихло-
руксусной кислоты (ТХУ) для азоказеина и фибри-
ногена, и 0,1 н. NaOH для азоколла. Далее смесь 
центрифугировали в течение 5 мин со скоростью 14,1 
×g для осаждения непрогидролизованного субстрата.  
В надосадочной жидкости определяли оптическую 
плотность при длине волны 280 нм для реак-
ции с фибриногеном, 340 нм – с азоказеином и  
519 нм – с азоколлом. Результат азоказеинолитиче-
ской (общей протеолитической) и коллагенолитиче-
ской активности выражали в условных единицах на 
мл (усл. ед./мл). Одна условная единица соответство-
вала изменению оптической плотности (ОП) на 0,1 за 
1 мин реакции. Единицы активности по отношению 

к фибриногену выражали в мкмоль тирозина/мл×-
мин. 

Реакции проводили при постоянном перемеши-
вании в термошейкере TS-100 («BioSan», Латвия), 
измерение оптической плотности растворов прово-
дили на спектрофотометре BioSpectrometer® kinetic 
(«Eppendorf», Германия).

Определение активности с использованием хромо-
генных пептидных субстратов (ХПС). ХПС представ-
ляют собой субстраты, в которых к пептиду присо-
единен паранитроанилид (pNA), который остается 
бесцветным, пока не нарушена связь pNA с амино-
кислотами. При проведении реакции гидролиза про-
исходит расщепление связи с pNA и высвобождение 
красителя, при этом раствор окрашивается в желтый 
цвет. 

Для проведения реакции смешивали 200 мкл 
КЖ, 50 мкл 0,05 М Трис-НСl (рН 8,2), 100 мкл ХПС. 
Реакцию проводили в условиях постоянного пере-
мешивания на термошейкере со скоростью 600 об./
мин при температуре 37 °С в течение 5 мин. Для оста-
новки реакции в смесь добавляли 200 мкл 50%-ного 
раствора уксусной кислоты. ОП реакционной смеси 
измеряли спектрофотометрически при длине волны 
405 нм. Активность в отношении ХПС выражали в 
мкмоль pNA×10-3/мл/мин.

С использованием данной методики проводили 
определение субстратной специфичности протеазы 
A. cf. aculeatus. Определяемые активности и субстра-
ты, используемые в работе, представлены в табл. 1.

Реакции проводили при постоянном перемеши-
вании в термошейкере TS-100 («BioSan», Латвия), 
измерение оптической плотности растворов прово-
дили на спектрофотометре BioSpectrometer® kinetic 
(«Eppendorf», Германия).

Получение препарата внеклеточных протеаз  
A. cf. aculeatus. Для получения препарата протеаз 
продуцент культивировали в глубинных условиях в 
два этапа. На первом этапе культуру микромицета, 
выращенную на агаризованной среде, перено-
сили в посевную среду и выращивали посевной 
мицелий (48 ч). На втором этапе часть биомассы 
(3% по объему) переносили в ФС и проводили 
выращивание 96 ч при температуре 28 °C на 
качалке при 220 об./мин. В качестве ФС исполь-
зовали ФС 5, содержащую в качестве индуктора 
синтеза эластин. По окончании культивирования  
КЖ отделяли от мицелия центрифугированием 
при 15 000 g в течение 30 мин при 4 °С. 

Осаждение внеклеточных протеаз A. cf. aculeatus. 
В полученную КЖ исследуемого штамма добавля-
ли сульфат аммония до 80% от насыщения посте-
пенно при постоянном перемешивании. Осадок 
белка формировался в течение 48 ч при 4 °С. Далее 
осадок отделяли центрифугированием при 15000 g в 
течение 30 мин при 4 °С. Для очистки препарата от 
низкомолекулярных примесей осадок растворяли 
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Таблица 1. Хромогенные пептидные субстраты, которые были использованы для определения субстратной 
специфичности

Table 1. Chromogenic peptide substrates used to determine substrate specificity

№ Аминокислотная последовательность 
(субстрат) Активность фермента

1 Suc-Ala-Ala-Ala-pNA Нейтрофильная эластаза поджелудочной железы человека, крысы и 
свиньи [9]

2 Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA Химотрипсин-подобные сериновые протеазы [15]

3 Suc-Ala-Ala-Pro-Leu-pNA Субтилизин-подобные и химотрипсин-подобные сериновые протеазы 
[21]

4 Suc-Ala-Ala-Val-Ala-pNA

Сериновые протеазы с эластазоподобной/ 
химотрипсиноподобной спецификой, в первую очередь для опреде-
ления эластазы (лейкоцитарной и панкреатической) и родственных 
эндопротеаз [https://www.chemimpex.com/products/10016]

5 Z-Gly-Gly-Leu-pNA Протеаза с химотрипсиноподобной/нейтральной эндопептидазной 
специфичностью, а также в протеасомных тестах [14]

6 Suc-Gly-Gly-Phe-pNA Химотрипсин и протеаза В Streptomyces griseus [12]

7 Bz-Phe-Val-Arg-pNA Трипсин, тромбин и рептилаза [11]

8 D-Val-Leu-Lys-pNA Плазмин из плазминогена при анализе амидолитической активности  
и активации плазминогена [23]

9 Tos-Glu-Pro-Arg-pNA Протеазы, участвующие в свертывании крови [20]

10 H-D-Pro-Phe-Arg-pNA Уровень калликреина, FXIa, FXIIa в плазме крови [10]

11 pyroGlu-Gly-Arg-pNA Активность урокиназы [18]

12 Z-Ala-Ala-Met-Lys-pNA Сериновые протеазы [26]

13 pyroGlu-Phe-Leu-pNA Тиоловые протеазы из растений (папаин, фицин и бромелайн)  
и мозга млекопитающих (катепсин В) [4]

14 Bz-Tyr-pNA Серинкарбоксипептидазы и различных протеазы [6]

15 Bz-Arg-pNA Трипсин, актинидин и папаин [https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/com-
pound/Benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide]

16 Ac-Phe-pNA Химотрипсин [https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Acelylala-
nine-4-nitroanilide]

17 Ala-Phe-Lys-pNA Сериновые протеазы 
[https://patents.google.com/patent/RU2121690C1/ru]

и проводили диализ в диализных трубках CelluSep 
(«Sigma-Aldrich», США), имеющих предел исклю-
чения 12–14 кДа против 0,0005 М Трис-НСl буфера 
(рН 8,2) в течение 12–16 ч при температуре 4 °С. 
Полученный комплексный препарат внеклеточ-
ных протеаз Akanthomyces cf. aculeatus лиофильно 
высушивали для последующей очистки.

Разделение внеклеточных протеаз A. cf. aculeatus. 
Для разделения белков, осажденных сульфатом ам-
мония из КЖ, проводили препаративное изоэлек-
трофокусирование (ИЭФ) по методу Вестерберга 
в колонке объемом 110 мл («Pharmacia», Швеция) 
при напряжении 800 В в течение 36 ч при 4 °С в гра-
диенте рН амфолинов 3,0–8,0 и градиенте сахарозы 

0–40 % [22]. После проведения ИЭФ собирали на 
холоде фракции объемом 1,5–2 мл, в которых из-
меряли рН, содержание белка и активность протеаз 
в отношении азоказеина, азоколла и фибриногена. 
Белок в пробах определяли спектрофотометриче-
ски при 280 нм в кювете с длиной пути в 1 см.

Электрофоретические исследования. Для оценки 
гомогенности выделенных ферментов проводили 
электрофорез в денатурирующих условиях по ме-
тоду Лэммли в 15%-ном полиакриламидном геле 
(ПААГ) в присутствии додецилсульфата натрия 
(ДДС-Na) [9]. Для электрофоретических иссле-
дований использовали фракции № 7, 11, 13, 19, 
20, 27, 30 и 37. Для подготовки проб раствор белка 
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смешивали с буфером, содержащим дитиотреитол 
(ДТТ) в соотношении 3:1. Для денатурации пробы 
прогревали 3 мин при 100 оС. 

Для желатиновой зимографии выбранных фрак-
ций с высокой протеолитической активностью го-
товили полиакриламидный гель, содержащий 0,4% 
желатина, в присутствии ДДС. Пробы готовили в 
соотношении 3 части разведенного белка к 1 части 
буфера без добавления ДТТ и без прогревания.
Электрофорез и зимографию проводили в камере 
для электрофореза Mini-Protean Tetra («Bio-Rad», 
США).

Ингибиторный анализ. В качестве инги-
биторов для металлопротеаз испытывали 
этилендиаминтетраацетат (ЭДТА, 1,1 мг/
мл) и о-фенантролин (0,5 мг/мл), для цисте-
иновых протеаз – п-хлор-меркурийбензоат  
(ПХМБ, 0,5 мг/мл), для сериновых протеаз – фе-
нилметилсульфонилфторид (PMSF, 0,3 мг/мл), а 
также ингибиторы химотрипсиноподобных про-
теаз – тозилфенилаланилхлорметилкетон (ТPCК, 
0,4 мг/мл) и трипсиноподобных протеаз – тозил-
лизилаланилхлорметилкетон (ТLCК, 0,4 мг/мл), 
а также соевый ингибитор трипсина (1,1 мг/мл). 
При изучении действия ингибиторов молярное 
соотношение фермент-ингибитор составляло 1:10 
и 1:100. Остаточную протеолитическую активность 
фермента определяли при 37°С после его инкуба-
ции с ингибитором в течение 60 мин при 25 °С, как 
описано выше, и выражали в процентах от контро-
ля (без ингибитора).

Определение углеводного компонента протеаз A. cf. 
aculeatus. Присутствие углеводного компонента вы-
деленной протеазы определяли с помощью окраски 
белков в полиакриламидном геле реактивом Шиффа.  
В качестве контроля использовали раствор сыво-
ротки крови кролика, содержащей как не гликози-
лированные, так и гликозилированные белки. 

Определение влияния ионов металлов и ПАВ на 
активность комплексного препарата протеаз A. cf. 
aculeatus. Оценку влияния ионов металлов и ПАВ 
на активность комплексного препарата осущест-
вляли с использованием ионов Mg2+, Li+, Cd2+, 
Ag+, Ba2+, Cs2+, Mn2+, Na+, K+, Zn2+, Co2+, Ca2+, 
Cu2+ в концентрации 0,005 М и таких ПАВ, как 
SDS, Твин-20, Твин-80, Тритон Х-100, стиральный 
порошок «Synergetic» ™ и «Tide»™ в концентрации 
0,1%. Препарат смешивали с раствором ионов или 
ПАВ, инкубировали 1 ч при комнатной температу-
ре, а затем к смеси добавляли субстрат азоказеин. 
Реакцию проводили как описано выше. В качестве 
контроля смешивали препарат с тем же количе-
ством дистиллированной воды. 

Определение кинетических параметров протеазы  
A. cf. aculeatus. Определение скорости реакции и 
константы Михаэлиса проводили, используя ХПС 
N-Suc-Ala-Ala-Pro-Leu-pNA в концентрациях  
0,5, 0,25, 0,125, 0,1, 0,05%. Реакцию проводили в 

термостатируемой кювете с постоянным измере-
нием оптической плотности на спектрофотометре 
BioSpectrometer® kinetic («Eppendorf», Германия). 

Идентификация протеазы. Для характеристики 
ферментов из электрофоретических гелей выре-
зали белковую полосу и расщепляли трипсином 
в соответствии со стандартным протоколом [17]. 
Полученную смесь пептидов анализировали с 
помощью масс-спектрометрии MS MALDI-TOF 
(метод матрично-активированной лазерной 
десорбции/ионизации с времяпролетным раз-
делением ионов). Данные MS анализировали 
с помощью онлайн-сервиса MASCOT (http://
www.matrixscience.com/). Идентификацию ами-
нокислотных последовательностей проводили с 
использованием масс-спектрометра UltrafleXtreme 
(«Bruker Daltonik», Германия). Последовательность 
сигнального пептида предсказывали с помощью 
онлайн сервиса (https://dtu.biolib.com/SignalP-6), 
а С-конца пропептида, от которого происходит 
отщепление зрелого белка, предсказывали с по-
мощью онлайн сервиса (https://services.healthtech.
dtu.dk/services/ProP-1,0/). При проведении иссле-
дований использовалось оборудование Центра 
коллективного пользования «Промышленные 
биотехнологии» «Федеральный исследовательский 
центр «Фундаментальные основы биотехнологии» 
РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние состава питательной среды на уровень 

протеолитической активности A. cf. aculeatus. Глубин-
ное культивирование на различных ферментаци-
онных средах показало, что выбор источника азота 
является определяющим для синтеза ферментов 
у микромицетов. Так, ФС1 и ФС2 оказались под-
ходящими для продукции специфических фибри-
ногенолитических ферментов, тогда как на средах 
ФС3 - ФС8 наблюдали выход других ферментов, 
обладающих помимо фибриногенолитической, 
также и азоказеинолитической (общей протеоли-
тической), коллагеназной, плазминоподобной или 
урокиназной активностей (табл. 2).

Наибольший уровень общей протеолитической 
активности у исследуемого штамма был отмечен 
при культивировании в ФС3 и ФС8. Плазмино-
подобная и урокиназная активность исследуемого 
штамма была значительно выше при культивиро-
вании на средах ФС6 и ФС8, которые могут быть 
использованы для получения тромболитических 
препаратов. Коллагеназная активность при куль-
тивировании в глубинных условиях оказалась зна-
чительно ниже, наибольший ее уровень наблюдали 
на среде ФС7. 

Значительный уровень продукции протеолити-
ческих ферментов при глубинном культивирова-
нии гриба, способных к гидролизу фибриногена и 
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азоказеина, был отмечен в средах с гидролизатом 
кератина, коллагеном и эластином.

Получение препарата внеклеточных протеаз  
A. cf. aculeatus. После культивирования штамма  
A. cf. aculeatus на ФС8 с эластином в качестве индук-
тора синтеза ферментов, препарат получали выса-
ливанием сульфатом аммония до 80% насыщения из 
КЖ, белковый осадок отделяли центрифугировани-
ем, осадок ресуспендировали в минимальном объеме  
0,05 М Трис-HCl (pH 8,2) и диализовали в буферном 
растворе для удаления низкомолекулярных приме-
сей и остатков сульфата аммония, затем лиофильно 
высушивали. После лиофилизации препарат хра-
нили при -20°С. 

Разделение внеклеточных протеаз A. cf. aculeatus. 
На следующем этапе работы было проведено фрак-
ционирование полученного препарата с помощью 
изоэлектрофокусирования. В каждой полученной 
после изофокусирования фракции определяли 
содержание белка, измеряли рН раствора, а также 
активности ферментов. Результаты представлены 
на рис. 1. Было обнаружено несколько пиков про-
теолитической активности, наиболее выраженные 
из них в области 11–13, 19–20, 27, 30, 37 фракций.  
Фракцию № 40 не использовали в дальнейших экс-
периментах из-за высокого значения pH, которое 

могло привести к щелочному гидролизу амфоли-
нов, присутствующих в образце после разделения.

Электрофорез в ПААГ. В результате проведен-
ного электрофоретического анализа по Лэммли 
удалось установить количество белковых фрак-
ций, входящих в состав препарата в различных 
фракциях. На рис. 2 а видно, что во фракциях  
№ 13 и 20 присутствовали две полосы, соответству-
ющие белкам с молекулярной массой ~ 35 кДа и  
~ 10 кДа, а во фракциях № 19 и 27 наблюдали 
только белковой полосы с молекулярной массой  
~ 35 кДа. Для проверки предположения о фермент-
ной природе данных белковых молекул проводили 
зимографию с нативными белками. 

Зимография. Результаты зимографического 
исследования (рис. 2 б) показали, что содержа-
щийся в препарате белок с молекулярной массой  
~ 35 кДа обладал протеолитической активностью. 
Наиболее вероятно, что именно этот фермент 
обуславливал активность исследуемых фракций. 
Активность белкового компонента с молекулярной 
массой ~ 10 кДа на зимограмме не была выявлена, 
что может быть связано также с процессом авто-
протеолиза или отсутствием способности к гидро-
лизу желатина. 

Таблица 2. Активность внеклеточных протеаз в КЖ A. cf. aculeatus с различными субстратами после глубинного 
культивирования в ФС с индукторами синтеза фермента

Table 2. Extracellular proteinase activity in A. cf. aculeatus cultural fluide against various substrates following submerged 
fermentation in a fermentation media containing enzyme synthesis inducers

№ ФС 
(источник азота)

Субстрат

Азоказеин, 
усл.ед./мл

Азоколл, усл.
ед./мл

Фибриноген  
бычий,  

мкмоль тир/
мл/мин

ХПС S-2251  
(H-D-Val-Leu-Lys-

pNA×2HCl),  
мкмоль  

pNA× 10-3/мл/мин

ХПС S-2444  
(pyroGlu-Gly-Arg-

pNA×HCl),  
мкмоль  

pNA× 10-3/мл/мин

1 (ГРМ) 22,3 2,3 145,25 0,17 5,34

2 (ГРМ+ 
NaNO3)

8,5 1,5 139,35 0,93 0,23

3 (молотая 
шерсть) 177,2 9,6 293,44 2,67 3,54

4 (гидролизат 
кератина) 158,3 24,0 303,54 14,10 15,14

5 (эластин) 161,5 21,6 206,71 0,00 5,28

6 (перьевая мука) 106,3 15,0 127,14 18,39 17,34

7 (коллаген) 138,8 27,9 164,61 2,09 2,38

8 (фиброин) 176,8 20,3 294,28 15,84 22,68
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Рис. 1. Разделение белков препарата КЖ A. cf. aculeatus методом ИЭФ: 1 ― рН; 2 ― белок, А280; 3 ― азоказеино-
литическая активность усл.ед./мл; 4 ― коллагеназная активность, усл.ед./мл; 5 ― фибринолитическая активность, 
мкмоль Тир/мл/мин
Fig. 1. Separation of proteins from the A. cf. aculeatus cultural fluide preparation by Isoelectrofocusing: 1 — pH; 2 — protein, 
A280; 3 — azocaseinolytic activity, arb. units/mL; 4 — collagenase activity, arb. units/mL; 5 — fibrinolytic activity, µmol Tyr/
mL/min

Рис. 2. Электрофореграмма (а), зимограмма с желатином (б) и окрашивание реактивом Шиффа на гликозилирова-
ние (в) фракций № 7, 11, 13, 19, 20, 27, 30 и 37 после изоэлектрофокусирования
Fig. 2. Electrophoretogram (a), gelatin zymogram (b), and Schiff reagent staining for glycosylation (c) of fractions Nos. 7, 11, 
13, 19, 20, 27, 30, and 37 after isoelectric focusing
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Также на электрофореграмме видны несколько 
высокомолекулярных белковых полос, которые на 
зимограмме не проявили активности. 

Определение углеводного компонента протеаз. 
Окрашивание полиакриламидного геля по ме-
тодике для выявления углеводного компонента у 
разделенных белков показало гликозилированный 
белок, который приобрел ярко-малиновый цвет. 
Белки, не содержащие углеводный компонент, 
остались неокрашенными. На рис. 2 в видно, что 
среди нанесенных на гель проб нет ни одной, 
которая содержала бы гликозилированный окра-
шенный белок, кроме положительного контроля 
с плазмой кролика во второй лунке. Таким обра-

зом, можно сделать вывод, что протеолитические 
ферменты фракций № 11, 13, 19, 20, 27, 30 и 37 не 
гликозилированы.

Ингибиторный анализ. Ингибиторный анализ 
проводился для комплексного препарата, полу-
ченного после осаждения сульфатом аммония. 
Определение общей протеолитической активности 
проводили с субстратом азоказеином. В качестве 
контроля использовали реакцию препарата с азо-
казеином, без прединкубации с ингибиторами. 
Реакция ингибировалась в результате добавления 
ЭДТА и PMSF, что могло свидетельствовать о том, 
что в состав комплексного препарата входят, пови-
димому, сериновая и металлопротеазы (рис. 3).

Рис. 3. Остаточная активность препарата A. cf. aculeatus после инкубации с растворами ингибиторов: соотношение 
протеаза – ингибитор 1:10 (1), 1:100 (2)
Fig. 3. Residual activity of the A. cf. aculeatus preparation after incubation with inhibitor solutions: protease-inhibitor ratio 
1:10 (1), 1:100 (2)
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Определение субстратной специфичности протеазы 
A. cf. aculeatus в отношении ХПС. По результатам 
оценки субстратной специфичности можно сде-
лать вывод о том, что комплексный препарат про-
являет специфичность в отношении субстратов для 
определения активности субтилизин-подобных и 
химотрипсин-подобных сериновых протеаз.

Также в меньшей степени наблюдается актив-
ность в отношении субстратов нейтрофильной 
эластазы, трипсина, тромбина, рептилазы и про-
теазы, участвующей в процессе свертывания крови 
(рис. 4).

Оценка влияния ионов металлов и ПАВ на ак-
тивность препарата A. cf. aculeatus. Присутствие 

ионов Ag+, Cu2+ и Zn2+, а также ПАВ из стирального 
порошка «Synergetic»™ и додецилсульфата натрия 
(ДСН) в среде негативно сказывалось на возмож-
ности фермента катализировать реакцию гидро-
лиза белковых молекул (рис. 5). Наличие ионов 
металлов и ПАВ в среде может снижать активность 
протеаз препарата A. cf. aculeatus за счет комбина-
ции прямого ингибирования активного центра, 
структурной денатурации фермента и опосредо-
ванного окислительного повреждения. Следствием 
является снижение эффективности препарата в 
условиях, где присутствуют эти соединения, на-
пример, при очистке сточных вод, содержащих 
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промышленные отходы, или при использовании в 
сочетании с моющими средствами.

Определение кинетических параметров протеазы 
A. cf. aculeatus с молекулярной массой ~35 кДа. Экс-
периментально измеренные кинетические харак-
теристики свидетельствуют о высокой активности 
препарата ферментов относительно использу-

емого субстрата N-Suc-Ala-Ala-Pro-Leu-pNA. 
Максимальная скорость реакции (Vmax) составила  
22,83 мM/мл×мин, что отражает максимальную 
производительность фермента при полном на-
сыщении активным субстратом. Рассчитанная 
константа Михаэлиса (Km) оказалась равной  
1,5 мM.
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Рис. 4. Активность препарата протеаз A. cf. aculeatus в отношении различных ХПС (1–17 см. табл. 1)
Fig. 4. Activity of the A. cf. aculeatus protease preparation against various cromogenic peptide substrates (1–17 see Table 1)

Рис. 5. Активности препарата A. cf. aculeatus после инкубации в присутствии ионов металлов и ПАВ: 1 ― Mg2+;  
2 ― Li+; 3 ― Cd2+; 4 ― Ag+; 5 ― Ba2+; 6 ― Cs2+; 7 ― Cu2+; 8 ― Mn2+; 9 ― Na+; 10 ― K+; 11 ― Zn2+; 12 ― Co2+;  
13 ― Ca2+; 14 ― Твин 20; 15 ― Твин 80; 16 ― додецилсульфат натрия; 17 ― стиральный порошок «Synergetic™»;  
18 ― стиральный порошок «Tide™»; 19 ― Тритон Х-100; 20 ― контроль
Fig. 5. Activities of the A. cf. aculeatus preparation after incubation in the presence of metal ions and surfactants: 1 ― Mg2+;
2 ― Li+; 3 ― Cd2+; 4 ― Ag+; 5 ― Ba2+; 6 ― Cs2+; 7 ― Cu2+; 8 ― Mn2+; 9 ― Na+; 10 ― K+; 11 ― Zn2+; 12 ― 
Co2+; 13 ― Ca2+; 14 ― Tween 20; 15 ― Tween 80; 16 ― sodium dodecyl sulfate; 17 ― Synergetic™ washing powder;  
18 ― Tide™ washing powder; 19 ― Triton X-100; 20 ― control
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Идентификация протеазы. В результате проведе-
ния масс-спектрометрического анализа было уста-
новлено, что компонент комплексного препарата 
протеаз с молекулярной массой ~35 кДа является 
протеолитическим ферментом. По данным поиска 
соответствия по базам данных белковых последо-
вательностей данный компонент показал наиболь-
шую гомологию с субтилизин-подобной сериновой 
протеазой семейства S8 из гриба Knufia  peltigerae 
(Uniprot A0AA38XHS2). 

Покрытие аминокислотной последователь-
ности составило 49%, что является достаточным 
для достоверной идентификации белка на уровне 
семейства. Анализ распределения пептидов по-
казал, что в область покрытия попали две из трех 
аминокислот, составляющих каталитическую 

триаду, характерную для сериновых протеаз, что 
является дополнительным подтверждением функ-
циональной принадлежности исследуемого белка. 
Аминокислотная последовательность из протеазы 
K. peltigerae представлена на рис. 6. На рисунке 
отмечен сигнальный пептид и пропептид, предска-
занные с помощью сервисов SignalP-6.0 и ProP-1.0.

Масс‑спектрометрический анализ позволил 
идентифицировать один из компонентов ком-
плексного препарата как протеазу, гомологичную 
субтилизин‑подобной сериновой протеазе семей-
ства S8 из Knufia peltigerae, с покрытием аминокис-
лотных последовательностей 49%. Что касается 
белкового компонента с молекулярной массой  
~10 кДа, то требуется ее дальнейшее исследование. 

Рис. 6. Результаты идентификации протеаз A. cf. aculeatus: аминокислотная последовательность протеазы с молеку-
лярной массой ~35 кДа (зона покрытия 49%). Красным цветом выделены зоны покрытия (диапазон масс/зарядов 
(m/z), который прибор способен зарегистрировать с приемлемой чувствительностью и разрешением), соответству-
ющие по массам пептидов, полученным в процессе трипсинолиза изучаемых протеаз. Зеленым цветом выделен 
сигнальный пептид. Фиолетовым фоном выделен С-конец пропептида, после которого происходит отщепление 
зрелого белка. Желтым цветом выделена каталитическая триада активного центра
Fig. 6. Results of A. cf. aculeatus protease identification: amino acid sequence of a protease with a molecular mass of  
~35 kDa (49% coverage). Coverage zones (the mass/charge range (m/z) that the instrument can detect with acceptable 
sensitivity and resolution) corresponding to the peptide masses obtained during trypsinolysis of the studied proteases are 
highlighted in red. The signal peptide is highlighted in green. The C-terminus of the propeptide, after which cleavage of the 
mature protein occurs, is highlighted in purple. The catalytic triad of the active site is highlighted in yellow

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

По результатам исследования влияния ин-
дукторов синтеза протеаз на активность внекле-
точных ферментов, продуцируемых штаммом  
A. cf. aculeatus в КЖ при глубинном культивиро-
вании, было выяснено, что разные источники 
азота стимулируют продукцию различных проте-
олитических ферментов. Так, добавление в среду 
гидролизата рыбной муки и нитрата натрия (ФС1 

и ФС2) повышало продукцию фибринолитических 
ферментов, тогда как такие индукторы синтеза, 
как молотая шерсть, гидролизат кератина, эластин, 
перьевая мука, коллаген и фиброин (ФС3-ФС8) 
в разной степени оказывали влияние на уровень 
активностей, включая общую протеолитическую, 
коллагеназную, плазминоподобную и урокиназную. 
Максимальные уровни общей протеолитической 
активности наблюдались на средах ФС3 и ФС8, а 
плазминоподобная и урокиназная активность — на 
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ФС6 и ФС8, что открывает перспективы приме-
нения штамма для получения тромболитических 
препаратов. Зависимость от индукторов (если фер-
мент индуцируемый) в составе среды характерна 
для индуцируемых ферментов, она отмечена также 
и у энтомопатогенов Beauveria bassiana и Metarhizium 
anisopliae при варьировании источников углерода 
[2].

Из препарата внеклеточных протеаз штамма 
A. cf. aculeatus, выращенного на среде с эластином 
(ФС5), был получен белковый комплекс, фракци-
онированный методом изоэлектрофокусирования. 
Анализ позволил выделить несколько фракций с 
протеолитической активностью. Электрофоретиче-
ский анализ выявил присутствие основных белков с 
молекулярной массой ~35 и ~10 кДа. На основании 
зимографии установлено, что основная протеолити-
ческая активность обусловлена ферментом с массой 
~35 кДа. Ингибиторный анализ показал, что актив-
ность комплексного препарата после инкубации с 
растворами ингибиторов значительно снижалась 
после воздействия ЭДТА и PMSF – ингибиторов 
металлопротеаз и сериновых протеаз. Кроме того, 
окрашивание гелей подтвердило отсутствие глико-
зилирования, что важно для понимания их стабиль-
ности и свойств. Подобные ферменты массой 30–40 
кДа, обеспечивающие деградацию белков хозяина, 
характерны для Knufia peltigerae и Clonostachys  rosea 
[8, 13]. 

По результатам оценки субстратной специфич-
ности фракций, содержащих белковый компонент 
с молекулярной массой ~35 кДа можно сделать 
вывод о том, что протеаза специфична в отношении 
субстрата для определения активности субтили-

зин-подобных и химотрипсин-подобных сериновых 
протеаз. Также в меньшей степени наблюдается ак-
тивность в отношении субстратов нейтрофильной 
эластазы, трипсина, тромбина и рептилазы и про-
теазы, участвующей в процессе свертывания крови. 

На активность ферментов отрицательно влияло 
присутствие ионов Cu²+, Zn²+, Ag+ и анионных ПАВ, 
что важно учитывать при его дальнейшем примене-
нии. 

Кинетический анализ показал высокую фер-
ментативную эффективность: максимальная ско-
рость гидролиза составила 22,83 мМ/(мл×мин), 
а константа Михаэлиса — 1,5 мМ. Схожие кине-
тические параметры (Km 1–2 мМ) демонстрируют 
субтилизин-подобные протеазы Streptomyces griseus 
и Aspergillus alliaceus с фибринолитической активно-
стью [27].

Масс-спектрометрическое исследование по-
зволило идентифицировать основной компонент 
препарата (белковая фракция с молекулярной мас-
сой ~35 кДа, показывающая активность на зимо- 
графии) – субтилизин-подобную сериновую про-
теазу семейства S8, демонстрирующую высокую 
гомологию с протеазой Knufia peltigerae.

Полученные результаты характеризуют ком-
плексный препарат внеклеточных протеолитиче-
ских ферментов энтомопатогенного микромицета 
Akanthomyces cf. aculeatus как способный к катализу 
реакции гидролиза различных белковых субстратов, 
что может стать основой для его дальнейшего ис-
следования и использования в промышленности и 
биотехнологии.
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