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Выделена внеклеточная протеиназа условно-патогенного штамма Aspergillus fumigatus D-1 
(молекулярная масса ~33 кДа, pI 4,6). Показано, что протеиназа в разной степени гидро-
лизует казеин, фибрин, фибриноген, альбумин и гемоглобин. Однако протеолитическая 
активность по отношению к глобулярным белкам плазмы крови оказалась сопоставимой 
с фибринолитической. Протеиназа не коагулировала фибриноген человека, фибриноген 
быка, а также не свертывала плазму крови человека и кролика без разведения и разве-
денную в два раза. Была обнаружена активаторная к плазминогену активность внекле-
точной протеиназы A. fumigatus D-1, что может указывать на ее способность к непрямому 
фибринолизу. 
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Мицелиальный гриб Aspergillus fumigatus –  
условный патоген, широко распространенный 
в природе, его изоляты выделяются из различных 
экотопов, от органического компоста до тканей 
различных органов человека [1–5]. Известны ме-
зофильные и термотолерантные штаммы этого 
микромицета, протеолитически активные в отно-
шении таких белковых субстратов, как казеин, 
желатин, фибриноген, фибрин [2, 3, 6]. Считает-
ся, что протеиназы A. fumigatus выступают в каче-
стве факторов патогенности, усиливая его про-
никновение в ткани хозяина, а геномный 
и протеомный анализ выявляют большое количе-
ство секретируемых протеиназ, обеспечивающих 
его чрезвычайную адаптивность во время зараже-
ния на основе обширной избыточности генов [7]. 

Геном A. fumigatus кодирует более 100 секрети-
руемых протеиназ, из которых к настоящему вре-
мени охарактеризовано менее 15 [8]. Наиболее  
хорошо изучены свойства металлопротеазы и  се-
риновой протеиназы A. fumigatus. Секреция обеих 
носит индуцибельный характер, что обуславлива-
ет их способность гидролизовать при патогенезе 
различные белки, доступные им в качестве суб-
стратов в организме хозяина [2, 9]. Описанная ще-
лочная сериновая протеиназа Alp1 секретируется 
преимущественно при прорастании спор A. 
fumigatus в легочной ткани и представляет собой 
белок с молекулярной массой около 33 кДа, рас-

щепляющий широкий круг белковых субстратов 
[2, 10]. С секрецией именно этой протеиназы свя-
зывают различные физиологические реакции на 
проникновения грибковой инфекции у пациентов 
с ослабленным иммунитетом [11]. 

Среди вызываемых посредством протеолити-
ческой активности A. fumigatus заболеваний – тя-
желая астма с грибковой сенсибилизацией, аллер-
гический бронхолегочный аспергиллез [9] 
и  гиперчувствительность дыхательных путей [12]. 
Показано, что A. fumigatus нарушает барьер альвео-
лярных эпителиальных клеток, секретируя протеи-
назы, которые действуют вместе, дезорганизуя ак-
тиновый цитоскелет и разрушая клетки [5], а также 
расщепляя белки C3, C4, C5, C1q системы компле-
мента и иммуноглобулин G [13, 14], уклоняясь та-
ким образом от атаки комплемента хозяина.

Секреция протеиназ A. fumigatus в лаборатор-
ных условиях, как и секреция других ферментов, 
зависит от условий культивирования и состава пи-
тательной среды. В частности, было показано, что 
оба типа протеиназ микромицета, сериновые 
и  металлопротеиназы, продуцируются в условиях 
глубинного культивирования, в то время как в ус-
ловиях твердофазного культивирования выявлена 
секреция только сериновых протеиназ [15]. 

Согласно последним данным, протеиназы 
A. fumigatus могут выступать потенциальными диа-
гностическими биомаркерами при грибном пато-
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генезе и, соответственно, рассматриваться как но-
вые мишени для терапии грибковой астмы [11]. 
В  связи с этим актуальным становится расшире-
ние представлений о специфичности протеиназ 
данного микромицета in vitro и in vivo среди раз-
личных белков тканей внутренней среды организ-
ма человека. 

Целью работы было выделение секретируе-
мой протеиназы A. fumigatus D-1 и изучение ее 
воздействия на белки плазменного гемостаза че-
ловека.

Материалы и методы
Получение и фракционирование препарата вне-

клеточной протеиназы микромицета A. fumigatus D-1. 
Штамм микромицета выращивали в течение 7 сут 
в пробирке на скошенном сусло-агаре, после чего 
споры смывали стерильным физиологическим 
раствором в качалочную колбу объемом 750 мл со 
100 мл среды, содержащей сусло, глюкозу и пеп-
тон [16]. Культивирование проводили 2  сут при 
28ºС и скорости вращения платформы 200 об./
мин в шейкере-инкубаторе ES-20/60 («BioSan», 
Латвия). После этого часть полученного посевно-
го материала переносили в качалочные колбы со 
средой следующего состава (в %): глюкоза – 3,0, 
глицерин – 7,0, гидролизат рыбной муки – 0,5, 
NaNO3 – 0,2, KH2PO4 – 0,05, MgSO4 – 0,05, рН 
5,5–6,0 и продолжали культивирование в  тех же 
условиях. По истечении 5 сут культуральную жид-
кость отделяли от биомассы микромицета филь-
трованием через фильтровальную бумагу («ФС», 
Россия) и осаждали из нее внеклеточные белки 
сульфатом аммония (степень насыщения 0,8). 
Осадок, содержащий протеазы микромицета, от-
деляли центрифугированием при 4ºС и 15000 g 
в  течение 15 мин на центрифуге Beckman J2-21 
(«Beckman», Германия). Полученный осадок пере-
растворяли в 0,001 M Трис-HCl буфере, pH 8,2 
и диализовали в диализном мешочке против этого 
же буфера в течение 12 ч при 4ºС, после чего диа-
лизат повторно центрифугировали. Для фракцио-
нирования выделенных белков супернатант  
наносили на препаративную колонку для изоэлек-
трофокусирования (объем 110 мл, «LKB», Шве-
ция). Изоэлектрофокусирование проводили в гра-
диенте плотности сахарозы 0–40% по методу 
Вестерберга (800 В, 4°С, 36 ч) [17], используя ам-
фолины фирмы LKB (Швеция) с рН 2,5–10. Со-
держимое колонки собирали по фракциям объе-
мом 1,5 мл с помощью коллектора фракций 
(«LKB», Швеция), в которых определяли белок 
(поглощение при 280 нм), рН и протеолитическую 
активность. Фракции с наибольшей протеолити-
ческой активностью замораживали и использова-
ли для дальнейших исследований.

Электрофоретический анализ выделенной про-
теиназы A. fumigatus D-1. Для подтверждения го-
могенности выделенной протеиназы проводили 

электрофорез по Лэммли в 15%-ном полиакрила-
мидном геле (ПААГ) в присутствии додецилсуль-
фата натрия (SDS) [18]. Для окраски гелей ис-
пользовали 0,25%-ный раствор Кумасси 
(бриллиантового голубого) R-250 в 46%-ном эта-
ноле и 10%-ной уксусной кислоте. Молекулярную 
массу протеиназы определяли в присутствии мар-
керов Unstained Protein Molecular Weight Marker 
(«Thermo Scientific», США). 

Определение протеолитической активности. Ак-
тивность протеиназ определяли с помощью 1%-
ных суспензий казеина по Хаммерштейну («Sigma-
Aldrich», США), бычьего сывороточного 
альбумина («Sigma-Aldrich», США) и гемоглобина 
лошади («Reanal», Венгрия) по модифицированно-
му методу Ансона-Хагихары [19]. Для реакций бра-
ли по 200 мкл пробы и 400 мкл суспензии соответ-
ствующего белкового субстрата, приготовленного 
на 0,1 М Трис-HCl буфере (pH 8,2), инкубировали 
10 мин при 37°C при постоянном встряхивании 
(600 об./мин). Реакцию останавливали 600 мкл 
10%-ной трихлоруксусной кислоты, после чего об-
разцы центрифугировали (12400 g, 10 мин) и изме-
ряли поглощение при 275 нм в супернатанте. Ак-
тивность выражали в мкмолях тирозина, 
образовавшегося за 1 мин в 1 мл пробы (ЕТир).

Плазминоподобную активность (на прогретых 
фибриновых пластинах) и активность активаторов 
плазминогена (на непрогретых фибриновых пла-
стинах) определяли по модифицированному мето-
ду Аструпа–Мюллертца–Лансена и выражали 
в условных единицах на 1 мл культуральной жид-
кости [20, 21]. Инкубацию фибриновых пласти-
нок с нанесенными образцами фильтрата культу-
ральной жидкости микромицетов проводили 
в течение 3 ч. Активность выражали в усл. ед./мл.

Изучение коагулирующего действия протеиназы 
A. fumigatus D-1. Способность выделенной протеи-
назы коагулировать белки плазмы крови опреде-
ляли по свертыванию 0,4%-ных растворов челове-
ческого и бычьего фибриногена («Sigma-Aldrich», 
США) и не разведенных или разведенных в 2 раза 
плазм человека и кролика («Ренам», Россия). 
В обоих случаях к 200 мкл раствора субстрата до-
бавляли 100 мкл пробы и инкубировали в статиче-
ских условиях 10 мин при 37°C. 0,1%-ный раствор 
тромбина («Sigma-Aldrich», США) использовали 
в качестве положительного контроля. 

Тромболизис in vitro. Тромболитическую ак-
тивность протеиназы измеряли гравиметрически, 
как описано Котбом с соавт. [4, 21]. Для приготов-
ления тромбов в предварительно взвешенных про-
бирках «Эппендорф» смешивали 200 мкл плазмы 
человека («Ренам», Россия) и 20 мкл 0,1%-ного 
раствора тромбина («Sigma-Aldrich», США), вы-
держивали 30 мин при 37°C, после чего их повтор-
но взвешивали с полученными тромбами. Затем 
к тромбам добавляли 250 мкл пробы и инкубиро-
вали при перемешивании (250 об./мин) при 37°C 
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в течение 30, 60, 90, 120 и 180 мин. По окончании 
инкубирования лизат удаляли с помощью филь-
тровальной бумаги и еще раз взвешивали пробир-
ки, после чего рассчитывали процент негидроли-
зованных тромбов.

Определение содержания белка. Количество 
белка в пробе определяли по методу Бредфорд, для 
чего к 50 мкл пробы добавляли 950 мкл реактива 
Кумасси (бриллиантового голубого) G-250 и реги-
стрировали светопоглощение при 595 нм [22].

Расчет выраженности действия протеиназы. 
Для оценки эффективности действия выделенной 
протеиназы по отношению к фибрину и к фибри-
ногену рассчитывали соотношения ФА/КА  
и ФА/ФгА, где ФА – фибринолитическая актив-
ность, КА – казеинолитическая активность, ФгА – 
фибриногенолитическая активность [23–26]. 

Реакции проводили при постоянном переме-
шивании в термошейкере TS-100 («BioSan», Лат-
вия). Измерение оптической плотности растворов 
проводили на спектрофотометре BioSpectrometer® 
kinetic («Eppendorf», Германия).

Эксперименты выполнены в трех проворно-
стях. Статистическую обработку полученных дан-
ных поводили с помощью программ MS Excel 2013 
и Statistica 7.0. Для сравнения данных использова-
ли U-критерий Манна-Уитни, различия считали 
статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Выделение внеклеточной протеиназы 

A. fumigatus D-1 осуществляли путем высаливания 
внеклеточных белков сульфатом аммония из куль-
туральной жидкости микромицета с их последую-
щим диализом и разделением с помощью  
препаративного колоночного изоэлектрофокуси-
рования. Результаты разделения внеклеточных 
белков методом изоэлектрофокусирования пред-

ставлены на рис. 1, из которого видно, что удалось 
выделить несколько протеолитически активных 
фракций в диапазоне pI от 4,5 до 5,7 с максималь-
ной активностью при pI 4,6. Электрофорез по 
Лэммли в присутствии SDS показал содержание 
во фракции одного полипептида с молекулярной 
массой около 33 кДа (рис. 2). 

Воздействие выделенной протеиназы микро-
мицета на систему гемостаза изучали по двум ти-
пам реакций: свертывающим и протеолитическим. 

В качестве субстратов для коагулирования ис-
пользовали плазму крови и раствор фибриногена. 
Свертывание обоих субстратов должно приводить 
к образованию визуализируемого тромба. Как 
видно из табл. 1, протеиназа A. fumigatus D-1 не 
обладала способностью коагулировать ни фибри-
ноген человека, ни фибриноген быка. Аналогич-
ный результат был получен при изучении коагули-
рования протеиназой плазмы крови кролика 
и плазмы крови человека, в том числе при их раз-
ведении в два раза. Известно, что протеиназы ми-
кромицетов различаются по способности оказы-
вать свертывающее воздействие на плазму [27]. 
Так, например, протеиназа A. ochraceus L-1 коагу-
лирует плазму человека вследствие активации 
фактора X системы гемостаза человека [28].

Таблица 1

Коагулирующее действие протеиназы A. fumigatus D-1

 Субстрат

Протеиназа

Фибри-
ноген 

челове-
ка

Фи-
брино-

ген 
быка

Плазма 
челове-
ка 1:1

Плазма 
челове-
ка 1:2

Плазма 
кроли-
ка 1:1

Плазма 
кроли-
ка 1:2

A. fumigatus - - - - - -
Тромбин + + + + + +

В табл. 2 представлены данные по активности 
протеиназы A. fumigatus D-1 в отношении различ-
ных белковых субстратов. Выделенная протеиназа 

Рис. 1. Изоэлектрофокусирование препарата внеклеточных протеиназ микромицета A. 
fumigatus D-1: 1 – белок, А280; 2 – протеолитическая активность; 3 – рН.

Рис. 2. Электрофорез в SDS-ПААГ 
протеиназы A. fumigatus D-1: Ф – 
протеолитически активная фракция, 
М – белки-маркеры молекулярной 
массы (сверху вниз: β-галактозидаза, 
бычий сывороточный альбумин, 
овальбумин, лактатдегидрогеназа, 
эндонуклеаза рестрикции Bsp981).
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в разной степени гидролизовала казеин, фибрин, 
фибриноген, альбумин и гемоглобин. Наиболее 
активный протеолиз среди изученных субстратов 
был выявлен по отношению к казеину 
(1363,5  ETyr/мг белка). Казеинолитическая актив-
ность превышала в 4,5–13 раз активность по отно-
шению к другим белковым субстратам (табл. 2). 
Выделенная протеиназа также была способна эф-
фективно гидролизовать гемоглобин и в меньшей 
степени фибрин и фибриноген. Фибринолитиче-
ская активность протеиназы оказалась сопостави-
мой с ее альбуминолитической активностью. По-
казатель выраженности действия протеиназы по 
отношению к фибрину (соотношение ФА/КА) со-
ставил 0,13, а к фибриногену (соотношение 
ФА/ФгА) – 1,78. Из полученных данных следует, 
что протеиназа A. fumigatus D-1 обладает срод-
ством к фибрину. Для протеиназы другого микро-
мицета – A. ochraceus L-1 – соотношение ФА/ФгА 
превышает соотношение ФА/КА лишь в 2 раза, 
что может указывать на ее бóльшую специфич-
ность к фибриногену, чем к фибрину [26]. Следует 
отметить, что непатогенный микромицет  
A. ochraceus L-1 по сравнению с условно патоген-
ным A.  fumigatus D-1 обладает меньшей казеино-
литической активностью. Это подтверждает не-
многочисленные данные о различии в спектре 
гидролизуемых белковых субстратов и специфич-
ности протеолитических ферментов микромице-
тов из разных эколого-трофических групп [29]. 

Таблица 2

Протеолитическая активность внеклеточной протеиназы  
A. fumigatus D-1

Активность Единицы 
измерения

Значение 
активности

Казеинолитическая ETyr/мг 1363,5
Фибринолитическая ETyr/мг 183,4
Фибриногенолитическая ETyr/мг 102,7
Альбуминолитическая (бычий 
сывороточный альбумин) ETyr/мг 201,9

Гемоглобинолитическая ETyr/мг 301,6
Фибринолитическая (фибриновые 
пластины) Усл.ед./мг 628,4

Активаторная к плазминогену 
(фибриновые пластины) Усл.ед./мг 862,7

Также была обнаружена активаторная к плаз-
миногену активность внеклеточной протеиназы 
A.  fumigatus D-1, что может указывать на ее спо-
собность к непрямому фибринолизу. Ее значение 
было в 1,4 раза выше фибринолитической актив-
ности. Фибринолитическая активность протеина-

зы микромицета в опытах на фибриновых пласти-
нах была сопоставимой с этим показателем для 
других микромицетов – A. niger 29, A. ochraceus 
L-1, A. versicolor 1, Beauveria bassiana 2 [20].

Обладание сопоставимой протеолитической 
активностью к глобулярным и фибриллярным 
белкам плазмы крови протеиназой микромицета 
A. fumigatus D-1, включая способность активиро-
вать плазминоген, может свидетельствовать о ее 
роли в качестве фактора вирулентности и под-
твердить участие грибных протеолитических фер-
ментов в патогенезе [29]. 

На следующем этапе работы проводили оцен-
ку способности протеиназы к лизису новообразо-
ванных тромбов (рис. 3). Протеиназа A. fumigatus 
D-1 достаточно быстро растворяла тромбы: через 
30 мин инкубации остаточная масса тромба соста-
вила 35%, через 90 мин – 14%. Полностью тромб 
был гидролизован за 180 мин. Высокая скорость 
лизиса тромбов свидетельствует о сродстве проте-
иназы A. fumigatus D-1 к фибрину.

Рис. 3. Динамика тромболизиса протеиназой A. fumigatus D-1.

Таким образом, была выделена в гомогенном 
виде новая секретируемая протеиназа условно па-
тогенного штамма A. fumigatus D-1 и изучена ее 
протеолитическая активность в отношении раз-
личных белковых субстратов. Показано, что, по-
мимо глобулярных белков, протеиназа может ги-
дролизовать фибрин и, по-видимому, выступать 
в  качестве фактора патогенности. Протеиназа не 
обладала фибриногенсвертывающей и плазма-
свертывающей активностью.

Исследования выполнены без использования 
животных и без привлечения людей в качестве ис-
пытуемых. Авторы заявляют об отсутствии у них 
конфликта интересов. 
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ВОЗДЕЙСТВИЕ ПРОТЕИНАЗЫ ASPERGILLUS FUMIGATUS НА БЕЛКИ ПЛАЗМЫ КРОВИ

SHORT COMMUNICATION 

Effect of Aspergillus fumigatus proteinases on blood plasma proteins
A.A. Osmolovskiy1,* , L. Schmidt2, A.V. Orekhova1,3, V.G. Kreyer1,  

N.A. Baranova1, N.S. Egorov4

1Department of Microbiology, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University,  
Leninskiye gory 1–12, Moscow, 119234, Russia;

2Faculty of Science I, Halle-Wittenberg Martin Luther University, Universitätsplatz 10, Halle, 06108, Germany;
3Faculty of Pharmacology and Medicine, University of Rome “La Sapienza”, Piazzale Aldo Moro 5, Rome, 00185, Italy;

4International Biotechnological Center, Lomonosov Moscow State University, Leninskiye gory, 1–12, Moscow, 119234, Russia
*e-mail: aosmol@mail.ru

Extracellular proteinase of the opportunistic Aspergillus fumigatus D-1 strain (molecular weight ~ 
33 kDa, pI 4.6) was isolated. It has been shown that proteinase hydrolyzes casein, fibrin, 
fibrinogen, albumin, and hemoglobin to varying degrees. However, proteolytic activity in 
relation to globular proteins of blood plasma was comparable to fibrinolytic activity. Proteinase 
did not coagulate human fibrinogen, bovine fibrinogen, and also did not coagulate human and 
rabbit blood plasma without dilution and twice diluted. A plasminogen activating activity of A. 
fumigatus D-1 extracellular proteinase was found, which may indicate its ability to indirect 
fibrinolysis.

Keywords: proteinases of micromycetes, fibrinolytic activity, enzyme preparations, Aspergillus 
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