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Различные исследовательские группы приходили к выводу, что ГКТ обладают низкой токсич-
ностью. Dai et al. показали, что графеновые квантовые точки влияют на жизнедеятельность клеток 
только при очень высоких концентрациях. Ещё одно исследование показало, что добавление до 
400 мг ГКТ к клеткам не привело к значительному угнетению их функциональной активности [4]. 

Таким образом, получены новые данные о взаимодействии ГКТ с белками плазмы крови. Вы-
явлено, что ГКТ образуют комплексы с фибриногеном, что приводит к уменьшению интенсивно-
сти флуоресценции нанообъектов. Представляет интерес дальнейшее исследование взаимодей-
ствие ГКТ с фибриногеном и выявление роли такого взаимодействия в процессах агрегации тром-
боцитов. Установлено, что ГКТ в концентрации 50 мкг/мл не влияют на жизнеспособность опухо-
левых клеток, и при инкубировании накапливаются в них. Следовательно, ГКТ могут успешно 
быть использованы в биомедицинской практике для совершенствования фототерапевтических 
технологий с применением наноразмерных лекарственных форм.  
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Протеиназы представляют собой большую и разнообразную группу ферментов 

гидролитического способа действия, которые классифицируются по месту их воздействия на 
субстрат, структуре активного сайта фермента и механизмам реакции [1]. Протеолитические 
ферменты на биохимическом и/или физиологическом уровне принимают участие в 
функционировании отдельных клеток и целых организмов: они регулируют основные функции 
дифференциации клеток, их подвижность, деление и гибель. Участвуют во внутриклеточных 
процессах деградации белков, в которых задействованы лизосомы и протеасомная система [2, 3]. 
Протеолиз является основой ковалентной активации, регуляции и ингибирования ферментов и 
других белковых или связанных эффекторов, участвующих, например, в биохимическом каскаде, 
ведущем к свертыванию крови и выработке инсулина. Протеиназы удаляют сигнальные 
последовательности пептидов после их транспорта/секреции через мембраны, элиминируют N-
концевые остатки метионина после трансляции. 

Ежегодный мировой рынок ферментных препаратов оценивается 2,5–3 млрд долларов, из кото-
рых на долю протеиназы приходится около 60 % или 1,5–1,8 млрд долларов, включая щелочную 
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протеиназу для детергентов объемом 1 млрд долларов. Лидирующие позиции на рынке коммерче-
ских ферментных препаратов принадлежат компаниям Novozymes [http://www.novozymes.com/en], 
Genencor International [http://www.genencor.com] и DSM 
[http://DSM.com/en_US/dnp/anh_enzymes.htm] с долей, составляющей 41–44, 21 и 8 %, соответ-
ственно.  

Протеолитические ферменты животных, растений и, особенно, микроорганизмов представляют 
собой крупнейший и наиболее важный сегмент рынка коммерческих ферментов, которые находят 
применение в пищевой, комбикормовой, кожевенной, фармацевтической, химической, промыш-
ленности, в растениеводстве [4–11]. 

Сегодня одним из приоритетных направлений использования протеолитических ферментов яв-
ляется медицина, где протеазы фибрино- и фибриногенолитического действия находят примене-
ние в качестве антикоагулянтов, тромболитиков, фибринолитиков и других лекарственных 
средств, влияющих на гемостаз [12–16]. 

Целью настоящей работы явился скрининг микробных протеиназ, отличающихся широкой суб-
стратной специфичностью. 

В работе использовали 60 бактериальных и грибных культур, представленных различными ви-
дами родов Bacillus, Lactobacillus,  Streptococcus, Paenibacillus,  Aspergillus из Белорусской кол-
лекции непатогенных микроорганизмов и выделенных из природных источников.  

Микроорганизмы выращивали на агаризованной среде, содержащей (в %): K2HPO4 – 0,05; 
MgSO4·7H2O – 0,025; пептон ферментативный – 0,5; агар-агар – 1,5; один из специфических суб-
стратов протеиназ – казеин, желатин, казеинат натрия, глобин, гемоглобин, сухое обезжиренное 
молоко – 1,0 или фибриноген – 0,5. Величину активной кислотности агаризованной среды уста-
навливали соответствующей рН 6,5–6,8. Длительность выращивания грибов составляла 6 сут при 
24–26 оС, бактерий – 3 сут при 28–30 оС.  

По окончании культивирования содержимое чашек обрабатывали окрашивающей смесью, со-
стоящей из бриллиантового голубого G-250 (0,08 %) и хлорной кислоты (3,5 %). Протеолитиче-
скую активность микроорганизмов оценивали по их энзиматическому индексу – отношению диа-
метра зоны просветления специфического субстрата к диаметру колонии [17, 18].  

Результаты исследований представлены средним арифметическим значением опытов, выпол-
ненных в трехкратной повторности. 

Изучение способности исследуемых микробных культур гидролизовать глобулярные белки 
позволило выявить 27 культур, проявляющих казеинолитическую активность. Из них высоким 
уровнем деполимеризации казеина характеризовались 11 культур, представленных грибами рода 
Aspergillus (2), бактериями родов Bacillus (8) и Paenibacillus (1). 

Результаты исследования субстратной специфичности протеиназ микробных культур с макси-
мальным казеинолитическим индексом, составляющим 1,4–5,0, приведены в таблице.  

 
Таблица – Протеолитическая активность  микроорганизмов на агаризованных средах с различны-
ми белковыми субстратами 

 

Микроорганизм 
Энзиматический индекс 

фибри-
ноген 

казеин 
казеинат 
натрия 

желатин глобин 
гемо-
глобин 

молоко 

Bacillus sp. 1182 3,0 4,7 3,1 3,8 1,1 10,0 3,1 
Bacillus sp. 112 5,0 4,4 5,0 4,0 3,8 7,5 5,5 
Bacillus sp. 199 5,0 4,2 2,4 6,0 1,1 8,5 3,9 
Bacillus sp. 1114 D 1,2 3,6 5,0 4,0 2,1 6,3 7,5 
Bacillus sp. 1211 1,1 5,0 3,2 2,0 1,1 3,0 3,4 
Bacillus sp. 1138 1,7 3,8 3,0 1,8 1,3 1,6 3,2 
Paenibacillus sp. 1369 2,2 2,0 2,0 2,5 1,8 1,4 2,2 
Aspergillus sp. 1764 0 1,4 0 0 0 0 1,1 
Aspergillus sp. 1 2,0 1,8 1,2 1,7 1,4 4,0 1,2 

 
Как видно, у 8 из 9 исследованных штаммов обнаружена также способность гидролизовать 

фибриноген (индекс 1,1–5,0), казеинат натрия (1,2–5,0), желатин (1,7–6,0), глобин (1,1–3,8), гемо-
глобин (1,4–10,0), казеин молока (1,1–7,5). При этом наибольшим энзиматическим индексом (5,0) 
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по отношению к фибриногену характеризуются 2 изолята бактерий, предварительно отнесенных к 
роду Bacillus. Среди грибов фибриногенолитическая активность обнаружена только у штамма 
Aspergillus sp. 1. 

Среди протеиназ, специфичных к фибрилярным белкам, наиболее известными являются стреп-
токиназа Streptococcus hemolyticus и стафилокиназа Staphylococcus aureus, а также фибринолити-
ческие ферменты бактерий рода Bacillus, субтилизины различных штаммов B. subtilis, наттокиназа 
B. natto, субтилизин DFE и субтилизин DJ-4 B. amyloliquefaciens. Протеиназы указанного действия 
синтезируют также бактерии рода Streptomyces (S. megasporus SD5, S. spheroids M8-2, Streptomyces 
sp. Y405), грибы Aspergillus ochraceus 513 [19], A. terreus 2, A. flavipes А17, A. fumigatus D1, 
A. sydowii 1 [20], Fusarium oxysporum [21], Penicillum chrysogenum H9 [22], Rhizopus chinensis 12 
[23], Cochliobolus lunatus, Pleurotus ostreatus и другие. Хотя фибринолитические ферменты обна-
ружены у микроорганизмов различных таксономических групп, для их промышленного производ-
ства используются преимущественно штаммы бактерий рода Bacillus, выделенные из традицион-
ных ферментированных продуктов питания. Поэтому поиск и изучение  фибринолитических фер-
ментов, продуцируемых другими группами микроорганизмов, все еще продолжается. Особое вни-
мание при этом уделяется исследованию субстратной специфичности ферментов и их тромболи-
тических эффектов in vivo, а также совершенствованию тромболитических средств в части повы-
шения их эффективности и специфичности к фибрину. 

Таким образом, среди 60 исследованных микробных культур нами отобраны  штаммы 
Bacillus sp. 112 и Aspergillus sp. 1 в качестве модельных объектов для изучения продукции, лока-
лизации  и свойств протеиназ фибрино- и фибриногенолитического действия.  
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В последние десятилетия внимание врачей и специалистов различного профиля привлекает 
применение препаратов-пробиотиков, оказывающих терапевтическое действие путем регуляции 
состава микрофлоры кишечника. Одним из факторов возросшего интереса является необходи-
мость поиска новых методов терапии, в том числе из-за снижения эффективности антибиотиков и 
химиопрепаратов, а также увеличение частоты осложнений и побочных реакций при их использо-
вании. 

К пробиотикам относят живые микроорганизмы, представители в основном облигатной микро-
флоры человека, которые при попадании в желудочно-кишечный тракт человека в достаточном 
количестве сохраняют свою активность, жизнеспособность и оказывают положительное влияние 
на его здоровье. Большинство пробиотиков-бактерий относятся к двум родам: лактобактериии 
(лат. Lactobacillus) и бифидобактерии (лат. Bifidobacterium), но существует много других видов 
бактерий-пробиотиков. Каждый род бактерий содержит значительное число видов, у каждого вида 
имеются различные штаммы. 

Для пробиотиков важным свойством используемого микроорганизма является наличие ярко 
выраженной антагонистической активности. Данное свойство позволяет использовать пробиотики 
для усиления, коррекции, а, в некоторых случаях, и как альтернативу антибиотикотерапии. Анта-
гонистическая активность молочнокислых бактерий, в частности и лактобацилл с бифидобактери-
ями, проявляется несколькими путями: конкуренцией за питательные вещества, конкуренцией за 
сайты адгезии и в продукции ингибирующих рот культуры-конкурента веществ. 




