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Изучен спектр активности внеклеточных протеаз в отношении белков системы гемостаза 
для пяти видов микромицетов рода Aspergillus. Показано отсутствие типов активности, по-
добных компонентам системы гемостаза – тромбину, плазмину, фактору Xa, урокиназе 
и протеину C – а также активаторной активности по отношению к предшественникам че-
ловеческих гемостатических протеаз для A. athecius, A. caespitosus, A. glaucus, A. tamarii 
и A. wentii. Для A. glaucus показано наличие протеаз, высокоактивных (58,52 Eтир) и высоко-
специфичных в отношении фибриногена, а для A. athecius, A. caespitosus и A. wentii – спо-
собность синтезировать протеазы, активные в кислых областях рН. 

Ключевые слова: протеазы микромицетов, фибринолитические ферменты, тромболитические 
средства, активаторы белков гемостаза, хромогенные пептидные субстраты, аспергиллы

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-78-2-7

Микромицеты рода Aspergillus известны как 
продуценты протеаз, активных в отношении раз-
нообразных субстратов. Хорошо изучены фибри-
нолитические протеазы, синтезируемые A. oryzae, 
A. terricola, A. kanagawaensis, A. ustus и многими 
другими видами [1–5] и перспективные как тром-
болитические препараты экстренного действия. 
Кроме того, для некоторых протеаз показана ак-
тиваторная активность по отношению к белкам 
системы гемостаза, опосредующая непрямой фи-
бринолиз: протеаза A. ochraceus способна активи-
ровать протеин C, протеаза A. terreus – прекалли-
креин [6, 7]. Такие ферменты, несмотря на то что 
выявляются у продуцентов довольно редко [8], 
признаются перспективными агентами для диа-
гностикумов, используемых при выявлении забо-
леваний системы гемостаза ввиду уникальности 
их протеолитического действия. Низкая стои-
мость культивирования, простота выделения 
и  очистки, а также ограниченная субстратная 
специфичность секретируемых протеаз делают 
микромицеты рода Aspergillus перспективными 
продуцентами таких ферментов для биомедицины 
и фармацевтической промышленности.

В данной работе была исследована способ-
ность пяти представителей рода Aspergillus секре-
тировать протеолитические ферменты с активно-
стью в отношении белков системы гемостаза. Для 
данных видов изучение протеолитической актив-
ности проводилось впервые.

Материалы и методы
Объекты исследования. Объектами исследова-

ния были штаммы микромицетов A. athecius, 
A. caespitosus, A. glaucus, A. tamarii и A. wentii из кол-
лекции медицинского факультета Словацкого ме-
дицинского университета в г. Братислава. Поддер-
жание штаммов осуществляли в пробирках на 
скошенном сусло-агаре. В качестве посевного ма-
териала использовали культуры, выращенные 
в течение 7 сут.

Глубинное культивирование микромицетов. 
Культивирование микромицетов проводили в глу-
бинных условиях в шейкере-инкубаторе ES-20/80 
(BioSan, Латвия) при 200 об./мин в качалочных 
колбах объемом 750 мл со 100 мл питательной сре-
ды при 28°C в течение 48 ч на среде, содержащей 
сусло, глюкозу и пептон [9]. Далее 3% (об./об.) по-
севного материала переносили в среду № 1 (в %: 
глюкоза – 3,0, глицерин – 7,0, гидролизат рыбной 
муки – 0,5, NaNO3 – 0,2, KH2PO4 – 0,05, MgSO4 – 
0,05, рН 6,0) и среду № 2 (в %: крахмал – 1,0, глю-
коза – 3,5, гидролизат рыбной муки – 0,5, пептон – 
0,5, MgSO4 – 0,05, KH2PO4 – 0,05, NaCl – 0,2,  
рН 6,0) и культивировали в течение 4  сут. После 
культивирования культуральную жидкость отделя-
ли от мицелия фильтрованием и использовали для 
определения протеолитической активности.

Определение протеолитической активности 
с белковыми субстратами. Активность внеклеточ-
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ных протеаз определяли с различными белковыми 
субстратами. Для определения общей протеолити-
ческой активности использовали 0,2%-й раствор 
азоказеина (Merck, Германия), приготовленный 
на 0,1 М Трис-HCl буфере (рН 8,2) и на 0,1 М аце-
татном буфере (рН 5,5). Для определения фибри-
ногенолитической активности использовали 1%-й 
раствор фибриногена (Merck, Германия), приго-
товленный на 0,1 М Трис-HCl буфере (рН 8,2). 
Для определения гемоглобинолитической актив-
ности использовали 1%-ю суспензию гемоглобина 
(Merck, Германия), приготовленную на 0,1 М аце-
татном буфере (рН 4,7). Для определения протео-
литической активности по отношению к кислым 
фибриллярным белкам использовали 0,2%-ю су-
спензию голубого фибрина (Calbiochem, Герма-
ния), приготовленную на 0,1 М ацетатном буфере 
(рН 5,5). Реакции проводили при постоянном пе-
ремешивании (600 об./мин) при 37°С в термошей-
кере TS-100 (BioSan, Латвия). Для проведения  
реакции к 200 мкл субстрата добавляли 100 мкл 
культуральной жидкости. Для остановки реакции 
после 10 мин (для гемоглобина и фибриногена) 
или 30 мин (для азоказеина и голубого фибрина) 
инкубации добавляли 300 мкл 10%-й трихло- 
руксусной кислоты. Далее образцы центрифуги-
ровали в течение 10 мин при 14300 об./мин  
и в надосадочной жидкости измеряли оптическую 
плотность на спектрофотометре BioSpectrometer 
(Eppendorf, Германия). За единицу гемоглобино- 
и фибриногенолитической активности (Етир)  
принимали количество фермента, высвобож- 
давшее 1 мкг тирозина за 1 мин в условиях прове-
дения реакции. 

За единицы общей протеолитической (Еазк) 
и  фибринолитической (Егф) активности принима-
ли количество фермента, которое вызывало изме-
нение оптической плотности на 0,01 ед. в услови-
ях проведения реакции.

Плазминоподобную и активаторную по отно-
шению к плазминогену активность определяли по 
методу Аструпа–Мюллертца–Лансена с использо-
ванием фибриновых пластин [10]. Для приготов-
ления пластины с фибрином 9 мл 0,47%-го рас-
твора бычьего фибриногена (Merck, Германия) 
и 0,2 мл 0,4%-го раствора тромбина (приготовлен-
ных на 0,9%-м NaCl) смешивали и помещали 
в  стеклянную чашку Петри для полимеризации. 
После часовой стабилизации одну пластину про-
гревали в течение 30 мин при 86°С для инактива-
ции примеси плазминогена. Фибриновые пласти-
ны с нанесенными образцами (30 мкл) 
инкубировали при 37°С в течение 3 ч в термоста-
те-инкубаторе Binder (Binder, Германия). После 
инкубации измеряли диаметры зон гидролиза на 
прогретых и непрогретых чашках. Для расчета ак-
тиваторной по отношению к плазминогену актив-
ности диаметр зоны гидролиза на прогретой чаш-
ке вычитали из диаметра на непрогретой. За 

единицу активности принимали количество фер-
мента, формирующее зону гидролиза с площадью 
поверхности 1 мм2.

Определение протеолитической активности 
с  хромогенными пептидными субстратами. Актив-
ность внеклеточных протеаз микромицетов по от-
ношению к белкам плазмы крови человека опреде-
ляли в реакциях с хромогенными пептидными 
субстратами: Tos-Gly-Pro-Arg-pNA (ChromozymTH) 
и H-D-Phe-Pip-Arg-pNA (S-2238) – субстра- 
ты тромбина; H-D-Val-Leu-Lys-pNA (S-2251) – 
субстрат плазмина; Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA (S-2765) 
и  Bz-Ile-Glu(OR)-Gly-Arg-pNA (S-2222) –  
субстраты Xa-фактора плазмы крови человека;  
Glp-Gly-Arg-pNA (S-2444) – субстрат урокиназы; 
Glp-Pro-Arg-pNA (S-2366) – субстрат протеина С. 
Реакции проводили при постоянном перемешива-
нии (600 об./мин) при 37°C в термошейкере TS-100 
(BioSan, Латвия). 

Для проведения реакции 200 мкл пробы до-
бавляли к 50 мкл 0,05 М Трис-HCl (рН 8,2) 
и 100 мкл 0,05%-го субстрата, приготовленного на 
том же буфере, через 5 мин инкубации реакцию 
останавливали 200 мкл 50%-й уксусной кислоты. 
Оптическую плотность измеряли при длине вол-
ны 405 нм.

Активаторные активности по отношению 
к  белкам плазмы крови человека определяли для 
образцов с низкой прямой активностью по опи-
санному ранее методу [11]. За единицу активности 
(ЕpNA) в обоих случаях принимали количество 
мкмоль п-нитроанилина, отщепившегося от хро-
могенного субстрата за 1 мин. 

Результаты и их обсуждение
Протеолитическая активность использован-

ных в работе штаммов микромицетов, опреде-
ленная с  белковыми субстратами, представлена 
в табл. 1. 

Как видно из табл. 1, протеолитическую ак-
тивность проявляли все штаммы аспергиллов, но 
наименьшие значения были установлены для ми-
кромицета A. glaucus, у которого единственная су-
щественная активность наблюдалась в отношении 
фибриногена и достигала 58,52 Етир при культиви-
ровании на ферментационной среде № 1, что мо-
жет свидетельствовать об узкой субстратной спец-
ифичности выделяемых этим продуцентом 
ферментов. Высокую фибриногенолитическую 
активность также показал A. athecius (105,46 Етир) 
при культивировании на среде № 2, что в сочета-
нии с низкой общей протеолитической активно-
стью (18,95 Еазк) также может указывать на узкую 
субстратную специфичность протеаз этого проду-
цента. A. athecius, кроме того, оказался способен 
секретировать протеазы, активные в кислой обла-
сти рН и специфично расщепляющие глобуляр-
ные, но не фибриллярные белки. Наибольшую  
гемоглобинолитическую активность показали 
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A. caespitosus и A. wentii (292,60 и 127,14 Етир соот-
ветственно), что уменьшает вероятность примене-
ния выделяемых ими ферментов в биомедицине 
и  фармацевтике, но может быть использовано 
в  промышленности. Фибринолитическая актив-
ность, определенная с голубым фибрином при 
рН  5,5, для всех штаммов не превосходила 
10,1  Егф, что говорит о неспособности исследуе-
мых микромицетов образовывать протеазы, ак-
тивные в отношении фибриллярных белков в кис-
лых областях рН. Общая протеолитическая 
активность, определенная с азоказеином при 
рН  8,2, была достаточно низкой (менее 29 Еазк) 
для всех штаммов, кроме A. wentii (47,55 Еазк).

Изучение спектра протеолитической активно-
сти выделяемых используемыми микромицетами 

ферментов проводили с использованием хромо-
генных пептидных субстратов, расщепляемых 
белками системы гемостаза (тромбином, плазми-
ном, фактором Xa, урокиназой и протеином C). 
Результаты представлены в табл. 2. 

Исходя из значений, представленных в табл. 2, 
можно полагать, что микромицеты, использован-
ные в исследовании, не обладают высокими актив-
ностями, подобным тем, что проявляются белками 
системы гемостаза. Незначительную плазминопо-
добную активность проявляли A. glaucus и A. tamarii, 
однако она не превышала 16 ЕpNA.

Результаты изучения способности внеклеточ-
ных протеаз исследуемых микромицетов активи-
ровать белки системы гемостаза представлены 
в табл. 3.

Таблица 1
Протеолитическая активность микромицетов, определенная с белковыми субстратами

Микромицет Среда

Протеолитическая активность

Общая 
протеолитическая 

активность 
(рН 5,5), Eазк

Общая 
протеолитическая 

активность 
(рН 8,2), Eазк

Фибриногенолитическая 
активность, Eтир

Гемоглобинолитическая 
активность, Eтир

Фибринолитическая 
активность (рН 5,5), 

Eгф

A. athecius
1 27,60 14,50 0,00 29,89 0,00

2 72,05 18,95 105,46 22,95 0,00

A. caespitosus
1 2,55 28,35 0,00 84,20 0,00

2 12,15 10,75 32,63 292,60 0,00

A. glaucus
1 0,00 0,00 58,52 0,00 3,00

2 0,00 0,00 17,26 9,47 1,25

A. tamarii
1 6,25 6,30 0,00 15,99 0,00

2 20,90 27,05 4,21 13,68 10,10

A. wentii
1 33,40 47,55 0,00 127,14 6,00

2 18,95 6,15 17,89 26,10 0,00

Таблица 2
Прямая активность протеаз микромицетов в отношении хромогенных пептидных субстратов белков системы гемостаза

Микромицет Среда
Активность, ЕpNA

ChromozymTH S-2238 S-2251 S-2765 S-2222 S-2444 S-2366

A. athecius
1 0,00 1,42±1,42 0,09±0,09 0,55±0,55 5,77±2,70 0,00 0,00

2 2,58±0,32 0,96±0,15 2,93±0,03 1,07±0,44 0,00 0,93±0,06 2,78±0,32

A. caespitosus
1 0,03±0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,22±0,12

2 2,12±0,44 0,09±0,09 0,17±0,03 0,93±0,06 0,00 0,00 1,25±0,09

A. glaucus
1 0,41±0,00 0,00 9,89±1,54 0,00 0,00 5,89±0,03 7,92±0,84

2 7,19±1,86 6,50±1,39 15,60±1,33 7,48±0,17 0,75±0,32 8,50±0,55 8,70±0,15

A. tamarii
1 1,28±0,06 1,04±1,04 2,29±0,44 2,06±0,09 3,68±0,20 2,12±0,61 0,15±0,05

2 5,42±0,20 3,54±0,46 10,41±3,86 2,35±0,26 0,00 0,70±0,12 0,00

A. wentii
1 6,06±0,61 0,00 0,75±0,29 0,55±0,32 0,26±0,03 0,78±0,20 0,00

2 0,29±0,29 0,00 1,89±0,15 2,03±0,46 0,00 1,89±0,09 0,00
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Данные табл. 3 свидетельствуют о том, что 
внеклеточные протеазы, выделяемые всеми ис-
пользуемыми в исследовании штаммами микро-
мицетов рода Aspergillus, не обладают достаточны-
ми активаторными активностями по отношению 
к  белкам системы гемостаза. Из пяти штаммов, 
исследованных на предмет проявления активатор-
ной активности в отношении семи субстратов, 
только A. athecius и A. wentii показали активность, 
превосходящую 10 ед. (14,97 и 10,20 ЕpNA соответ-
ственно). Однако такие величины активности не 
позволяют считать данных микромицетов биотех-
нологически перспективными.

Для изучения прямой фибринолитической 
и  активаторной по отношению к плазминогену 
активности был использован метод Аструпа–
Мюллертца–Лансена с использованием фибрино-
вых пластин. Результаты представлены в табл. 4.

Наибольшую прямую фибринолитическую 
активность продемонстрировал A. athecius при 
культивировании на ферментационной среде № 2 
(402,93 Е). В то же время, при культивировании 
на этой же среде активаторная по отношению 
к  плазминогену активность также была наивыс-
шей среди наблюдаемых, что делает протеазы 
этого микромицета перспективными в качестве 
препарата для неотложной медицины, однако 

потенциально ограничивает их использование 
для создания диагностикумов. Также выражен-
ная фибринолитическая активность была показа-
на для A. caespitosus, а  активаторная по отноше-
нию к  плазминогену – для А. wentii. Отсутствие 
фибринолитической и  несущественная актива-
торная по отношению к  плазминогену актив-
ность наблюдались для A. glaucus, что в сочетании 
с  низкой протеолитической активностью, опре-
деленной с белковыми и хромогенными субстра-
тами, доказывает, что использование данного 
микромицета как продуцента протеолитических 
ферментов нецелесообразно. 

Полученные результаты могут быть объяснены 
происхождением использованных микромицетов: 
они были выделены из различных материалов, 
включая мышцы, кости, кожу и  погребальную 
одежду из мумифицированных человеческих 
останков из склепа [12]. Поскольку склеп, в кото-
ром они были обнаружены, долгое время не вскры-
вался, метаболическая активность грибов в  усло-
виях ограниченного количества питательного 
субстрата должна быть крайне низкой. Два основ-
ных питательных субстрата, обнаруженные в скле-
пе, представляют собой тела умерших и их одежду, 
то есть богатые белком и целлюлозой материалы. 
Вполне возможно, что низкая протеолитическая 

Таблица 3
Активаторная активность протеаз микромицетов в реакциях с хромогенными пептидными субстратами белков системы гемостаза

Микромицет Среда
Активность, ЕpNA

ChromozymTH S-2238 S-2251 S-2765 S-2222 S-2444 S-2366

A. athecius
1 0,00 0,64±0,36 0,00 0,00 0,00 2,78±0,18 0,00

2 14,97±0,99 4,35±1,48 0,00 3,07±0,32 0,00 2,38±0,28 0,00

A. caespitosus
1 6,56±0,97 0,00 1,94±0,04 0,93 0,00 0,00 3,28±0,41

2 0,00 0,00 0,00 1,33 0,00 1,54±0,08 0,00

A. glaucus
1 2,64±0,15 0,00 0,00 0,00 1,13±0,11 0,00 0,00

2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

A. tamarii
1 0,00 0,52±0,08 1,45±0,09 0,00 0,00 4,29±1,00 2,78±2,78

2 0,00 0,75±0,21 0,00 4,06±1,08 0,00 0,81±0,07 1,91±1,91

A. wentii
1 0,00 1,91±0,32 0,00 0,00 3,25±0,23 0,70±0,03 0,06±0,06

2 10,20±0,43 0,41±0,12 0,75±0,20 0,00 0,00 3,60±0,021 0,00

Таблица 4
 Фибринолитическая и активаторная к плазминогену активность протеаз аспергиллов

Микромицет
Фибринолитическая активность, усл.ед/мл Активаторная к плазминогену активность, усл.ед/мл

Среда 1 Среда 2 Среда 1 Среда 2

A. athecius 174,83±16,48 402,93±0,00 37,46±17,66 310,52±8,24

A. caespitosus 241,43±40,03 141,53±30,61 44,12±17,66 0,00

A. glaucus 0,00 0,00 0,00 14,15±20,01

A. tamarii 0,00 83,25±0,00 104,90±7,06 213,12±0,00

A. wentii 0,00 83,25±0,00 53,28±0,00 91,58±11,77
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Investigation of new Aspergillus strains as producers 
of hemostatically active proteases
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For five species of Aspergillus micromycetes, the diversity of proteolytic activities against human 
hemostasis proteins was assessed. For every strain, absence of activities similar to hemostatic 
proteases – thrombin, plasmin, factor Xa, urokinase, and protein C was shown. In addition, no 

активность использованных штаммов объясняется 
метаболической спецификацией в  отношении ма-
териалов одежды, а не мертвых тканей.

Таким образом, изучена активность внекле-
точных протеаз для пяти видов микромицетов 
рода Aspergillus. Показано отсутствие активностей, 
подобных активности тромбина, плазмина, фак-
тора Xa, урокиназы и протеина C, а также актива-
торных активностей в отношении этих белков. 
Продемонстрированы высокая и специфическая 

фибриногенолитическая, фибринолитическая, 
а также активаторная по отношению к плазмино-
гену активность для A. athecius, а также высокая 
фибринолитическая активность для A. caespitosus.

Работа проведена без привлечения финанси-
рования. Исследования выполнены без использо-
вания животных и без привлечения людей в каче-
стве испытуемых. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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activating activities towards precursors of the named proteases were demonstrated. For 
A. glaucus, proteases of high activity (58,52 Utyr) and specificity against fibrinogen were found. 
A. athecius, A. caespitosus и A. wentii, were capable of proteolysis at acidic pH.

Keywords: proteases of micromycetes, fibrinolytic enzymes, thrombolytics, activators of human 
hemostatic proteins, chromogenic peptide substrates, Aspergillus
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