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Таким образом, углеродные нано- и микроструктурированные функциональные поверхности 
являются биосовместимыми, клетки формируют на них монослой. Массивы из вертикально стоя-
щих МУНТ обладают нанноструктурированностью, что, вероятно, снижает адгезию клеток к ним.  
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Сердечнососудистые заболевания, особенно гипертония, ишемическая болезнь сердца, арит-

мия, инфаркт миокарда, инсульт, являются причиной ежегодной смерти 17,5 миллионов человек с 
прогнозируемым увеличением до 24 миллионов к 2030 году [1, 2]. Первопричиной названных па-
тологий является формирование на стенках кровеносных сосудов сгустков крови (фибрина), при-
водящих к тромбозам. Профилактика и терапия тромбозов основана на использовании современ-
ных тромболитических средств. Однако их высокая стоимость и ряд побочных эффектов делают 
актуальными исследования по выявлению новых протеиназ микробного происхождения с высо-
ким уровнем тромболитической активности [3]. 

Согласно данным литературы, перспективными продуцентами ферментов фибринолитического 
действия являются грибы, принадлежащие родам Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Rhizomucor, 
Cunninghamella, Absidia и др., среди бактерий – различные виды бактерий родов Streptomyces, 
Bacillus, Streptococcus, Staphylococcus, а также представители цианобактерий (Cyanobacteria) и ря-
да других микроорганизмов [4, 5]. Сравнительный анализ показывает, что сериновая протеиназа 
фибринолитического действия, синтезируемая штаммом Bacillus sp. СК, в два раза активнее суб-
тилизина BPN' [6] и в пять раз эффективнее субтилизина Карлсберг, который, в свою очередь, в 
6 раз уступает по активности субтилизинподобной протеиназе DC-33, полученной из B. subtilis [7]. 
В то же время сопоставимыми являются  фибринолитические и тромболитические свойства проте-
аз бактерий B. intermedius и B. amyloliquefaciens  и мицелиальных грибов родов Aspergillus, 
Fusarium, Penicillium, Rhizopus, Pleurotus и др. [4].  
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Ранее нами среди 20 микробных культур, выделенных из растительных остатков, семян зерно-
бобовых культур и мясных продуктов, был отобран изолят ПП 8 как наиболее активно синтезиру-
ющий специфичную к фибриногену протеиназу. Методом MALDI масс-спектрометрического ана-
лиза изолят был идентифицирован как B. amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182, определены усло-
вия его глубинного культивирования, обеспечивающие высокий уровень синтеза ферментного 
белка [8]. 

Цель настоящей работы – оценка субстратной специфичности и свойств внеклеточной протеи-
назы, синтезируемой новым штаммом B. amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182. 

Для получения препарата внеклеточной протеиназы штамм бактерий B. amyloliquefaciens ssp. 
plantarum 1182 выращивали в среде оптимизированного ранее состава при 28–30 оС в течение 48 ч 
[8]. По окончании культивирования культуральную жидкость центрифугировали (8 000 g, 15 мин) 
при комнатной температуре. Бесклеточный фильтрат концентрировали методом ультрафильтра-
ции через мембрану из сополимеров акрилонитрила марки ПАН-20 в следующих условиях: пло-
щадь поверхности мембраны – 0,4 м2, давление – 0,1 мПа, температура – (22±3) оС, перемешива-
ние 600–700 об/мин.  

Определение протеолитической активности выполняли спектрофотометрическим методом со-
гласно ГОСТ 20264-2.88 [9]. За единицу протеолитической активности принята способность фер-
мента превращать за 1 мин при 30 оС и рН 7,0 казеинат натрия в неосаждаемое трихлоруксусной 
кислотой состояние в количестве, соответствующем 1 мкмолю тирозина. Активность фермента 
выражали в относительных процентах (%). 

Определение величины рН проводили потенциометрически. 
Для оценки специфичности действия фермента в качестве субстратов использовали казеинат 

натрия, казеин, фибриноген, гемоглобин, глобин и желатин в конечной концентрации 1 %. 
При изучении зависимости активности протеиназы от ионов кальция (Ca2+), железа (Fe2+), цин-

ка (Zn2+), магния (Mg2+), калия (K+) меди (Cu2+) и кобальта (Co2+) использовали сернокислые и 
хлористые соли металлов, растворенные в 150 мМ трис-HCl буфере (рН 7,5). В качестве специфи-
ческих ингибиторов протеиназы использовали PMSF (фторид метилфенилсульфонил), ЭДТА 
(этилендиаминтетрауксусная кислота), йодуксусную кислоту (C2H2INaO2) и SDS (додецил сульфат 
натрия), растворенные в 0,1 М универсальном буфере, рН 7,5.  

Ингибиторы и соли металлов добавляли к раствору фермента в конечной концентрации 5 мМ, и 
смесь инкубировали при температуре 37°C в течение 60 мин [10]. 

Представленные результаты являются усредненными данными 1–2 опытов, выполненных в 
3 повторностях. 

При исследовании физико-химических свойств установлено, что максимальная активность 
протеиназы фибриногенолитического действия B. amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182 проявляет-
ся при температуре 55о С и рН 7,5. Предпочтительными субстратами для действия фермента яв-
ляются казеин (100 %) и казеинат натрия (86 %), в меньшей степени – фибриноген (30 %), а мини-
мальное сродство фермент проявляет к глобину (6 %) и желатину (5 %). Максимальный показа-
тель активности фермента отмечен при концентрации субстрата в реакционной смеси, составляю-
щей 1 %. 

Изучение влияния специфических ингибиторов на активность протеазы B. amyloliquefaciens ssp. 
plantarum 1182 показало, что ЭДТА, йодуксусная кислота и PMSF подавляют активность фермен-
та соответственно на 79, 66 и 42 % (таблица 1). 

 
Таблица 1. – Влияние специфических ингибиторов на активность протеиназы 

B. amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182  
 

Специфический ингибитор, 5 мМ Относительная активность протеиназы, % 
Контроль 100 
ЭДТА  21 
Йодуксусная кислота 34 
PMSF  58 
SDS 111 
 
На активность протеолитического фермента штамма B. amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182 

различное влияние оказывают также катионы металлов. Так, в максимальной степени протеиназу 
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активируют ионы Ca2+, тогда как ионы Со2+ и Cu2+ оказывают различное по выраженности отрица-
тельное влияние на активность фермента (таблица 2). 

 
Таблица 2. – Влияние ионов металлов на активность протеиназы B. amyloliquefaciens ssp. 

plantarum 1182 
 

Катионы металлов, 5 мМ Относительная активность протеиназы, % 
Контроль 100 
Ca 2+ 114 
Fe2+ 101 
Zn2+ 105 
Mg2+ 102 
K+ 107 
Cu2+ 27 
Co2+ 83 

 
Согласно данным литературы, фенилметансульфонилфторид, ингибитор трипсина из соевых 

бобов, додецилсульфат натрия являются специфическими ингибиторами сериновых протеиназ, 
тогда как этилендиаминтетрауксусная кислота подавляет активность металлопротеаз. Например, 
ингибирующий эффект PMSF, оказываемый на активность протеиназы штамма 
B. amyloliquefaciens UFPEDA 485, составляет 92 % [11]. Сериновыми протеиназами являются Нат-
токиназа B. natto, B. subtilis IMR-NK1, B. subtilis DC33, Субтилизин DFE и Субтилизин DJ-4 
Bacillus amyloliquefaciens. К металлопротеазам бациллярного происхождения относятся Бацилло-
киназа II (BKII), фермент Jeot-gal и др. [4]. 

Известно, что катионы металлов оказывают различное влияние на активность как сериновых, 
так и металлопротеаз, синтезируемых бактериямит рода Bacillus. Например, активность сериновых 
протеиназ усиливают, как правило, ионы Ca2+, Co2+ и Mg2+, а металлопротеиназ фибринолитиче-
ского действия – двухвалентные катионы Zn2+, Co2+ и Hg2+. Однако, сообщается, что ингибиторами 
бациллярных протеиназ могут быть и PMSF и ЭДТА, а ионы Ca2+, Zn2+ и Cu2+ могут как активиро-
вать, так и ингибировать активность ферментного белка. Такие ферменты относят к металлосери-
новым протеазам [11, 12, 13, 14]. 

Таким образом, на основании экспериментальных данных о субстратной специфичности, влия-
нии катионов металлов и специфических ингибиторов на активность протеиназы Bacillus 
amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182 можно заключить, что исследуемый фермент является метал-
лосериновой протеиназой, обладающей фибриногенолитическим действием. Дальнейшие иссле-
дования будут направлены на определение in vitro фибрино- и фибриногенолитической активно-
сти протеиназы Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182. 
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Гемосорбция (Гемоперфузия) – метод экстракорпоральной детоксикации, с помощью которого 

возможно удалять из крови водорастворимые и жирорастворимые токсические субстанции раз-
личной молекулярной массы. В качестве носителя лиганда применяют различные полимеры. В 
Республике Беларусь для целей гемосорбции применяют изделия на основе полиакриламидного 
гидрогеля (гемосорбенте «Овосорб» - терапия перитонита и панкреатит; гемосорбент «Липосорб» 
- септические состояния [1, 2]. Однако применение данной матрицы связано со сложностями стан-
дартизации концентрации используемого лиганда, риском попадания в кровь остатков реакцион-
носпособных функциональных групп, мономеров и других побочных продуктов полимеризации 
полиакриламидного геля [3]. В гемосорбентах иностранного производства Япония, США, Китай, 
Россия, Швеция, используются сополимеры полистирола-дивинилбензола, модифицированного 
полистирена, а также стирен-дивинилбензола. Главной проблемой данных матриц являются не-
специфическая адсорбция белков плазмы и лекарственных препаратов, а также высокая стоимость 
конечного продукта [4]. Поэтому, для развития гемосорбции и внедрения новых высокоэффектив-
ных методов экстракорпоральной коррекции необходима разработка новых гемосорбентов с ис-
пользованием полимеров медицинского назначения, например, полисульфона. 

Полисульфон (ПС) - является классическим материалом для синтеза пористых полимерных 
мембран. ПС - аморфный термопласт, состоящий из ароматических соединений (фениленов), до-
полненный сульфоновыми, изопропилдиеновыми или эфирными фрагментами [5, 6]. Одним из 
способов применения ПС является гемодиализ. В гемодиализе полисульфон заменил применяемые 
ранее целлюлозные мембраны, так как медицинский полисульфон отвечает основным требовани-
ям, применяемым к изделиям медицинского назначения – стерилизуемость, гидролитическая ста-
бильность, нетоксичность, химическая и биологическая инертность [7]. ПС обладают высокой 
удельной поверхностью, что обусловлено их микропористой структурой (толщина от 15 до 100 
мкм) [8]. Поэтому ПС может быть использован для разработки специфических гемосорбентов. 
Существует два подхода для функционализации полисульфона. Первый предполагает введение 




