
195

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2022. Т. 77. № 3

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2022. Т. 77. № 3. С. 195–200

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК 577.152.34:582.282.123.4

Протеолитические ферменты микромицетов рода Aspergillus, 
гидролизующие фибриллярные белки, для биомедицины 

и биотехнологических процессов
С.Н. Тиморшина , Е.А. Попова , А.А. Галиакберова,  

А.Г. Очнева, А.А. Осмоловский* 

Кафедра микробиологии, биологический факультет, Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 
Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12

*e-mail: aosmol@mail.ru

Фибриллярные белки играют значительную роль в функционировании живых организ-
мов, а в последнее время к ним обращено большое внимание как к мишеням при тера-
пии и диагностике различных заболеваний, субстратам для производства биополимеров, 
а также промышленно значимым белкам, играющим важную роль при производстве тек-
стильных изделий и продуктов питания. Для реализации развития этих направлений  
необходимы методы гидролиза и обработки фибриллярных белков, наиболее перспек-
тивные из которых – применение протеолитических ферментов. Было изучено 11 фер-
ментных препаратов, полученных при культивировании микромицетов рода Aspergillus 
с последующими высаливанием и диализом внеклеточных белков и содержащих от 1 до 
10 белков, на способность гидролизовать фибриллярные белки: коллаген, кератин, фи-
брин и эластин. Протеолитические ферменты культур A. alliaceus 7dN1, A. clavatus A16 
и A. ustus 1 показали активность, сопоставимую с активностью коммерческого препарата 
«Террилитин», используемого при раневой терапии, или выше. Ферментный препарат 
A. fumigatus D1 также проявил высокую фибринолитическую активность.
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Фибриллярные белки широко представлены 
в организме различных животных и, как правило, 
выполняют структурные функции [1]. Коллаген 
и эластин являются основными белками внекле-
точного матрикса соединительной ткани [2], кера-
тин – входит в состав рогового слоя эпидермиса 
и его производных [3], а фибрин – основной ком-
понент тромба – является критически важным 
белком гемостаза [4]. Однако их чрезмерное нако-
пление или несвойственная локализация могут 
приводить к разнообразным заболеваниям, среди 
которых наиболее распространены тромбозы, фи-
броматозы и кератозы, что обеспечивает в меди-
цинской практике высокий интерес к препаратам, 
способным к деградации фибриллярных бел-
ков [4, 5]. Такие препараты также применяются 
в терапии травматических повреждений кожного 
покрова – ран и ожогов, приводящих к образова-
нию некротического компонента, богатого колла-
геном и эластином [6]. Ферментные препараты, 
способные к эффективному гидролизу коллагена 
и кератина, также находят широкое применение 
в различных отраслях промышленности: в легкой 
и текстильной их используют для обработки шкур 
и меха, а в пищевой – применяют для тендериза-
ции мяса. Не менее важной и перспективной сфе-

рой применения кератиназ и коллагеназ является 
биодеградация отходов животноводства. Продук-
ты ферментативного гидролиза кератино- и кол-
лагеносодержащих отходов, таких как куриное 
перо, свиная щетина, рога, копыта и хрящи, 
представляют собой смесь коротких пептидов 
и аминокислот, которую в дальнейшем можно  
использовать в качестве кормовых добавок и био-
удобрений [7].

Востребованность ферментов, высокоактив-
ных в отношении фибриллярных белков, и разно-
образие задач, для которых их применяют,  
обуславливают неугасающий интерес ученых 
к разработке новых способов их получения и поис-
ку эффективных продуцентов. Одним из перспек-
тивных направлений исследований в этой области 
является изучение протеаз, образуемых мицели-
альными грибами, так как они способны к синтезу 
широкого спектра протеолитических ферментов, 
в том числе с высокими значениями активности 
по отношению к фибриллярным белкам [8–11]. 

В рамках данного исследования была изучена 
ферментативная активность в отношении колла-
гена, кератина, эластина и фибрина протеаз, вхо-
дящих в состав препаратов внеклеточных белков, 
11 штаммов грибов рода Aspergillus. 
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Материалы и методы
Реактивы. Субстраты для анализа протеоли-

тической активности, реактивы для электрофоре-
за, а также коммерческие препараты трипсина (рН 
оптимум 7,8–8,0) и кислой протеазы Aspergillus 
saitoi (рН оптимум около 2,8) были приобретены 
у производителя «Sigma-Aldrich» (США). В иссле-
довании были использованы соли, кислоты и дру-
гие реактивы фирмы «Panreac» (Испания). Изуча-
емые ферментные препараты также сравнили 
с коммерческим препаратом «Террилитин» произ-
водства Санкт-Петербургского научно-исследова-
тельского института вакцин и сывороток, основ-
ным компонентом которого является протеаза 
A. terricola, используемая в медицине для заживле-
ния ран (рН оптимум около 8).

Получение препаратов внеклеточных белков 
микромицетов рода Aspergillus. Получение фер-
ментных препаратов осуществляли путем двухста-
дийного глубинного культивирования 11 штаммов 
микромицетов рода Aspergillus из коллекции кафе-
дры микробиологии биологического факультета 
МГУ имени М.В. Ломоносова. На первом этапе 
мицелиальные грибы культивировали в 100 мл бо-
гатой углеводами среды (сусло – 6,7%, глюкоза – 
2,0%, пептон – 0,1%; рН 5,5) в колбах Эрленмейе-
ра (750 мл) при 28°С и 200 об./мин в течение 2 сут 
для накопления биомассы. Затем 3% от объема 
биомассы переносили в ферментационные среды, 
подобранные для получения внеклеточных проте-
олитических ферментов микромицетов в предыду-
щих исследованиях [12–15]. Условия культивиро-
вания были аналогичными первому этапу (100 мл 
среды, 28°С, 200 об./мин). В день накопления 
максимальной протеолитической активности се-
кретируемые микромицетами белки осаждали 
сульфатом аммония из отфильтрованной от био-
массы культуральной жидкости (608 г сульфата 
аммония на 1 л культуральныой жидкости). После 
48 ч инкубации при 4°С белки центрифугировали 
при 3160 g и 4°С в течение 45 мин в центрифуге 
LMC-4200R (Biosan, Латвия). Осадки растворяли 
в 0,01 М Трис-HCl буфере (pH 8,2) и подвергали 
диализу против 0,005 M буфера Трис-HCl (pH 8,2) 
в течение 24 ч перед повторным центрифуги- 
рованием в аналогичных условиях. Супернатанты 
замораживали в жидком азоте и лиофильно вы- 
сушивали. Полученные порошки препаратов вне-
клеточных белков грибов Aspergillus хранили при 
температуре –20°С.

Определение количества белка. Определение 
количества белка проводили с бицинхониновой 
кислотой [16]. К 50 мкл растворов белковых  
препаратов в дистиллированной воде с концен-
трацией 2 мг/мл добавляли 950 мкл раствора В  
перед измерением оптической плотности смеси 
при 562 нм с помощью спектрофотометра 
BioSpectrometer kinetic (Eppendorf, Германия). 
Раствор В готовили в день проведения реакции 

путем смешивания раствора А (бицинхониновая 
кислота – 1,0%, Na2CO3 – 2,0%, виннокислый на-
трий – 0,16%, NaOH – 0,4%, NaHCO3 – 0,95%; 
pH 11,25) и раствора Б (CuSO4 – 4,0%) в соотно-
шении 50 к 1 соответственно. Для расчета количе-
ства белка в ферментных препаратах строили ка-
либровочную кривую с использованием бычьего 
сывороточного альбумина.

Электрофоретический анализ белкового соста-
ва ферментных препаратов. Электрофорез натив-
ных белков в полиакриламидном геле проводили 
по методу Дэвиса в трис-глициновом буфере (рН 
8,3) с концентрацией акриламида в концентриру-
ющем геле 6,0% и в разделяющем геле – 7,5%. 
Белки разделяли при силе тока 25 мА. Гель окра-
шивали 0,08%-ным раствором кумасси бриллиан-
тового синего G-250 в 3,5%-ной хлорной кислоте 
в течение 30 мин. Для удаления красителя из геля 
использовали 7%-ную уксусную кислоту.

Анализ протеолитической активности. Для 
определения протеолитической активности препа-
ратов внеклеточных белков грибов рода Aspergillus 
использовали суспензии различных окрашенных 
белковых субстратов: азоказеина, азоколлагена, 
Hide Powder Azure (HPA), эластина-конго красного 
(ЭКК) и кератин-азура, приготовленных на 0,05 М 
Трис-HCl-буфере (рН 8,2), а также фибрина голу-
бого – на 0,05 М ацетатном буфере (рН 5,5). Реак-
ции проводили с 200 мкл 0,2%-ных суспензий азо-
казеина, азоколлагена, ЭКК и фибрина голубого, 
а также с 2%-ной суспензией HPA. К субстратам 
добавляли 100 мкл пробы. Реакционные смеси ин-
кубировали при 37°С в течение 30 мин при гидро-
лизе азоказеина и фибрина голубого, 24 ч – при ре-
акциях с азоколлагеном или НРА и 48 ч – для 
разрушения ЭКК в термошейкерах TS-24 (Biosan, 
Латвия) при 600 об./мин (азоказеинолиз и гидро-
лиз фибрина голубого) и 750 об./мин (азоколлаге-
нолиз, гидролиз HPA и ЭКК). Все реакции оста-
навливали добавлением 300 мкл 10%-ного раствора 
трихлоруксусной кислоты. Затем образцы центри-
фугировали в течение 5 мин при 12100 g с помощью 
центрифуги MiniSpin (Eppendorf, Германия) перед 
измерениями оптической плотности при 340 нм 
(азоказеин), 520 нм (азоколлаген), 595 нм (НРА), 
495 нм (ЭКК) и 620 нм (фибрин голубой) с помо-
щью спектрофотометра BioSpectrometer kinetic 
(Eppendorf, Германия).

Для изучения кератинолитической активно-
сти 10 мг кератин-азура добавляли к 100 мкл 
0,05 М Трис-HCl-буфера (рН 8,2) и 200 мкл пробы. 
Смесь инкубировали 48 ч при 37°С (750 об./мин). 
Реакцию останавливали и затем смесь центрифу-
гировали, как описано выше. Измерения оптиче-
ской плотности проводили при 595 нм.

За единицу активности принимали количество 
фермента, которое вызывало изменение оптиче-
ской плотности на 0,01 ед. в условиях проведения 
реакции.
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ПРОТЕАЗЫ ГРИБОВ РОДА ASPERGILLUS, АКТИВНЫЕ В ОТНОШЕНИИ ФИБРИЛЛЯРНЫХ БЕЛКОВ

Активность ферментных препаратов в отно-
шении фибриллярных белков, кроме того, опреде-
ляли модифицированным методом Аструпа-Мюл-
лерца-Лассена с использованием фибриновых 
пластин [17]. Для проведения эксперимента полу-
чали фибриновые пластины двух типов: стандарт-
ные (только с фибрином) и смешанные (с фибри-
ном, коллагеном и эластином). Для приготовления 
стандартных фибриновых пластин в чашках Петри 
(d = 9 см) смешивали 900 мкл 0,3%-ного раствора 
бычьего фибриногена и 200 мкл 0,2%-ного раство-
ра тромбина в физиологическом растворе. Суспен-
зию 0,3%-ного фибриногена, 0,5%-ного коллагена 
и 0,5%-ного эластина использовали для получения 
смешанных пластин. Формирование и стабилиза-
ция фибринового геля происходили в течение 1 ч 
при комнатной температуре. Затем фибриновые 
пластины прогревали 30 мин при 86°С для инакти-
вации плазминогена, находящегося в качестве 
примеси в фибриногене быка. Для измерения про-
теолитической активности на пластины наносили 
пробы объемом 30 мкл и инкубировали их в тече-
ние 3 ч при 37°С. После этого измеряли площади 
зон лизиса. Данные были выражены в усл. ед./мг. 
За 1 усл. ед. принимали количество фермента, 
формирующего зону гидролиза фибриновой пла-
стинки, равную 1 мм2.

Все измерения проводили в трех повторно-
стях. Данные рассчитывали как среднее ± стан-
дартная ошибка среднего.

Результаты и обсуждение
Результаты определения ферментативной ак-

тивности и количества белка в препаратах изучае-
мых культур рода Aspergillus представлены в табли-
це. Для измерения протеолитической активности 
готовили растворы 11 препаратов внеклеточных 
белков (2 мг/мл), синтезируемых микромицетами. 
Для сравнения использовали три коммерческих 

препарата той же концентрации: кислую протеазу 
Aspergillus saitoi, трипсин и террилитин.

Из исследованных ферментных препаратов 
мицелиальных грибов все, кроме белков, секрети-
рованных A. flavipes A17, проявляли высокую  
общую протеолитическую активность, которую 
измеряли при проведении реакций с двумя суб-
стратами: азоказеином и HPA. Внеклеточные 
протеазы A. candidus A6 также эффективно гидро-
лизовали HPA, однако обладали относительно 
невысоким уровнем активности по отношению 
к азоказеину. Среди коммерческих ферментов 
только протеаза A. saitoi показала незначитель-
ную общую протеолитическую активность в усло-
виях проведения реакций, что обусловлено ее  
рН-оптимумом, лежащим в кислой области. Фер-
ментативная активность в отношении азокол- 
лагена была сравнительно высокой у белков  
трех штаммов: A. raperi A13, A. alliaceus 7dN1 
и A. clavatus A16. Ферментные препараты этих 
культур гидролизовали азоколлаген эффективнее 
коммерческих, в том числе террилитина, что гово-
рит об их перспективности в качестве агентов для 
раневой терапии. Препараты всех штаммов 
Aspergillus показали низкую способность к гидро-
лизу кератин-азура – наиболее трудноразлагаемо-
го субстрата из использованных. Внеклеточные 
белки A. alliaceus 7dN1 и A. clavatus A16 были более 
активны в реакциях с кератин-азуром по сравне-
нию с другими изучаемыми препаратами, и значе-
ния их активности были сопоставимы с кератино-
литической активностью террилитина, а также 
выше, чем у трипсина и коммерческой протеазы 
A. saitoi. Значительный уровень деградации фибри-
на голубого наблюдался при реакциях с белковы-
ми препаратами A. ochraceus L-1, A. fumigatus D1 
и A. raperi A13. Активность этих препаратов суще-
ственно превосходила уровень фибринолиза с ис-
пользованием коммерческих аналогов. Полученные 

Таблица

Протеолитическая активность и количество белка в препаратах внеклеточных белков микромицетов рода Aspergillus

Культуры
Ферментативная активность в отношении различных окрашенных белковых субстратов, Е Количество белка, 

мкг/млазоказеин азоколлаген кератин-азур ЭКК фибрин голубой HPA
A. terreus 2 93 ± 1,19 8,4 ± 1,37 4,0 ± 0,34 0,90 ± 0,21 12,2 ± 3,73 71 ± 6,65 248,85 ± 1,72
A. fumigatus D1 93 ± 0,66 6,3 ± 0,15 1,0 ± 0,72 0,50 ± 0,06 20,0 ± 2,20 83 ± 3,95 462,52 ± 10,03
A. ochraceus L-1 89 ± 0,68 9,6 ± 0,00 9,0 ± 1,71 1,70 ± 0,06 30.0 ± 2,45 86 ± 2,33 359,30 ± 2,41
A. flavus 1 100 ± 0,92 3,9 ± 0,25 6,5 ± 0,76 0,20 ± 0,10 9,7 ± 1,17 98 ± 3,64 535,98 ± 2,68
A. sydowii 1 102 ± 0,32 4,1 ± 0,35 3,7 ± 0,15 0,53 ± 0,03 6,3 ± 1,75 86 ± 4,51 257,43 ± 3,14
A. clavatus A16 95 ± 0,27 15,3 ± 0,39 10,5 ± 0,00 2,00 ± 0,10 8,0 ± 1,55 77 ± 0,65 1709,91 ± 8,53
A. alliaceus 7dN1 80 ± 0,45 20,5 ± 2,95 13,3 ± 0,10 1,20 ± 0,15 0,0 ± 0,00 95 ± 0,75 641,61 ± 10,72
A. ustus 1 95 ± 0,20 10,5 ± 0,52 4,5 ± 0,20 0,67 ± 0,12 0,0 ± 0,00 93 ± 1,25 858,58 ± 5,93
A. flavipes A17 2 ± 0,05 1,6 ± 0,07 2,4 ± 1,50 0,20 ± 0,12 12.2 ± 0,65 60 ± 0,55 816,94 ± 5,36
A. raperi A13 89 ± 0,52 23,0 ± 1,35 7,7 ± 0,72 0,13 ± 0,03 19,7 ± 4,25 86 ± 0,38 984,25 ± 7,88
A. candidus A6 56 ± 0,10 3,2 ± 0,12 6,1 ± 0,44 1,20 ± 0,17 0,0 ± 0,00 82 ± 4,30 783,70 ± 2,33
A. saitoi 2  ± 0,09 0,7 ± 0,12 7,5 ± 0,98 0,17 ± 0,17 9,1 ± 0,30 3 ± 0,20 188,26 ± 1,88
трипсин 77 ± 0,18 10,2 ± 1,81 0,0 ± 0,00 0,20 ± 0,12 0,0 ± 0,00 95 ± 0,75 560,38 ± 3,70
террилитин 100 ± 0,10 10,5 ± 0,75 10,1 ± 0,45 0,00 ± 0,00 0,0 ± 0,00 97 ± 0,95 470,97 ± 3,54
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при культивировании коллекционных штаммов 
и коммерческие препараты не обладали суще-
ственной способностью гидролизовать ЭКК, что 
указывает на низкий уровень патогенности их про-
дуцентов [18–20]. Также стоит отметить, что ни 
один из коммерческих препаратов не обладал вы-
сокой активностью в отношении фибриллярных 
белков, а количество белка во всех исследованных 
препаратах сильно различалось. Количество белка 
сильно варьировало у разных препаратов, что, по-
видимому, обусловлено продуцентом и условиями 
культивирования, однако корреляции между коли-
чеством белка и активностью препаратов не было.

Способность ферментных препаратов гидро-
лизовать фибриллярные белки также была изучена 
модифицированным методом Аструпа-Мюллерца-
Лассена с использованием фибриновых пластин. 
Стандартные пластины содержали только фибрин, 
смешанные – фибрин, коллаген и эластин для 
имитации состава кожной раны. Результаты изме-
рения активности показаны на рис. 1.

Эксперименты с фибриновыми пластинами 
частично подтвердили результаты, полученные 
при измерении ферментативной активности 
с окрашенными субстратами спектрофотометри-
чески. Однако наибольшую активность показал 
трипсин, тогда как из полученных в лабораторных 
условиях препаратов наиболее эффективно гидро-
лизовали фибриллярные белки протеазы микро-
мецета A. ustus 1. Уровень их активности был сопо-
ставим с действием террилитина, но последний 
был менее активен при использовании смешан-
ных пластин. Стоит отметить, что для большин-
ства препаратов различия активности в отноше-
нии стандартных и смешанных пластин оказались 
незначительными, за исключением трипсина, тер-
рилитина, а также белков мицеллиальных грибов 
A. fumigatus D1 и A. flavus 1. Такие различия могут 
быть связаны как с субстратной специфичностью 
отдельных ферментов, так и с наличием в фер-
ментных препаратах нескольких белков. Для 
определения количества белков в ферментных 

Рис. 1. Активность в отношении фибриллярных белков препаратов внеклеточных белков микромицетов рода Aspergillus.

Рис. 2. Нативный электрофорез в полиакриламидном геле препаратов внеклеточных белков микромицетов рода Aspergillus:  
1 – A. fumigatus D1, 2 – A. ustus 1, 3 – A. raperi A13, 4 – A. sydowii 1, 5 – A. terreus 2, 6 – A. flavipes A17, 7 – A. alliaceus 7dN1,  
8 – A. ochraceus L-1, 9 – A. clavatus A16, 10 – A. flavus 1, 11 – A. candidus A6.
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препаратах был проведен нативный электрофорез 
в полиакриламидном геле (рис. 2).

Ферментные препараты изучаемых грибов 
были различны по количеству белков: от одного 
(A. fumigatus D1, A. ustus 1) до более десяти 
(A. sydowii 1, A. alliaceus 7dN1). Действительно, 
ферментные препараты A. fumigatus D1 и A. flavus 1 
оказались малокомпонентными (один и два ос-
новных белка соответственно), что может объяс-
нять узкий спектр субстратов, которые способны 
гидролизовать эти ферменты. Однако препарат 
A. ustus 1, также содержащий лишь один полипеп-
тид, показал наибольшую активность со стандарт-
ными и смешанными пластинами среди изучае-
мых внеклеточных белков микромицетов, что 
говорит о его широкой субстратной специфично-
сти по отношению к фибриллярным белкам 
и подтверждается предыдущими исследованиями 
протеаз этой культуры [9]. Препараты грибов 
A. alliaceus 7dN1 и A. clavatus A16, наиболее пер-
спективные по результатам измерения активности 
спектрофотометрически, были многокомпонент-
ными. Однако для заключения о количестве и ак-
тивности отдельных протеаз в этих препаратах не-
достаточно данных.

Таким образом, микромицеты рода Aspergillus 
представляются перспективными продуцентами 

протеаз, гидролизующих фибриллярные белки 
и востребованных в различных областях от медици-
ны до биодеградации. Культура A. fumigatus D1 про-
явила высокую активность по отношению к фибри-
ну как при слабокислой реакции среды, так и при 
нейтральном pH, что говорит о стабильности фер-
ментов этого штамма и возможности их примене-
ния в широких диапазонах значения рН, что бывает 
важно при промышленных обработках материалов. 
Содержание же лишь одного белка в препарате 
A. fumigatus D1 облегчит его очистку и позволит ис-
пользовать в фармацевтике. Многокомпонентные 
препараты A. alliaceus 7dN1 и A. clavatus A16 облада-
ют способностью к разрушению широкого спектра 
фибриллярных белков, что указывает на их пер-
спективность в качестве агентов для биодеградации. 
Возможно, однокомпонентный препарат A. ustus 1, 
показавший активность, сопоставимую с действием 
террилитина, может стать альтернативным агентом 
для раневой терапии.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 22-24-
00674). Исследования выполнены без использова-
ния животных и без привлечения людей 
в качестве испытуемых. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.
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Fibrillar proteins play a significant role in the living organisms functioning, and recently much 
attention has been paid to them as targets in the therapy and diagnosis of various diseases, 
substrates for the biopolymers production, as well as industrially important proteins that are key 
agents in the textile and food manufacture. To implement the development of these directions, 
fibrillar proteins hydrolysis and processing methods are needed, the most promising of which is 
the use of proteolytic enzymes. 11 enzyme preparations obtained by cultivation of micromycetes 
belong to the genus Aspergillus and containing from 1 to 10 proteins were studied for the ability 
to hydrolyze fibrillar proteins: collagen, keratin, fibrin and elastin. The proteolytic enzymes of 
A. alliaceus 7dN1, A. clavatus A16, and A. ustus 1 showed an activity comparable to or higher 
than that of the commercial preparation Terrilitin used in wound therapy. The A. fumigatus D1 
enzyme preparation also showed high level of fibrinolytic activity.
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