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С учетом важной роли гемолитиче­
ских стрептококков в инфекционной 
патологии человека [1], использования 
их для получения ряда физиологиче­
ски активных метаболитов [9, 15] 
большое значение имеет исследование 
спектра внеклеточных белков стрепто­
кокков и динамики этого спектра. При­
чем, как правило, 0-гемолитические 
стрептококки культивируют на пита­
тельных средах, включающих белки и 
их гидролизаты [2]. Тем не менее 
особенности динамики спектра белков 
культуральной жидкости изучены недо­
статочно, что диктует необходимость 
проведения подобных исследований.

Среди внеклеточных белков 0-гемо- 
литических стрептококков особый инте­
рес представляют стрептокиназа и 
стрептолизины. Стрептокиназа являет­
ся одним из сильнейших активаторов 
плазминогена, препараты ее широко 
используются в клинической медицине. 
Стрептолизины — сильные цитолити­
ческие токсины, высоколетальные для 
животных [4, 12], причем стрептолизин 
S обладает противоопухолевой актив­
ностью [15]. Однако несмотря на имею­
щиеся данные об особенностях био­
синтеза этих белков [3, 7], все еще не­
достаточно ясен характер их накопле­
ния в различные фазы развития микроб­
ной популяции, а также вопрос о 
постоянстве свойств стрептокиназы и 
стрептолизинов в эти фазы.

В настоящей статье методами элект­
рофореза в полиакриламидном геле 
(ПААГ) и изоэлектрофокусирования 
изучена динамика белков культураль­
ной жидкости при выращивании 0-ге- 
молитических стрептококков штамма 
Н46А на питательной среде сложного 
состава.

Материалы и методы. 0-гемоли- 
тические стрептококки штамма Н46А 
культивировали в ферментерах вмести­
мостью 5 л установки САУ-4Ф-1 [11]
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Рис. 1. Результаты элект­
рофореза (/), схемы элек­
трофореграмм (//) и ден­
ситограммы (///) концент­
ратов культуральной жид­
кости р-гемолитического 
стрептококка через 1, 4, 7 
и 8 ч после засева куль­
туры.
Латинскими буквами обозначе­
ны отдельные фракции.
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в режиме pH-стата на питательной 
среде, включающей гидролизат казеи­
на, глюкозу, лошадиную сыворотку, 
минеральные соли и витамины [2].

Пробы культуральной жидкости от­
бирали в динамике культивирования 
через каждый час, учитывали концент­
рацию (в 1g оптической плотности) 
биомассы турбидиметрически по ве­
личине мутности, отделяли биомассу 
центрифугированием при 6000 об/мин 
и 4 °С, определяли активность стрепто­
киназы по лизису фибриновых сгустков 
[5], содержание белка по методу [14]. 
Лиофильно высушенные на установке 
LZ-9s пробы растворяли в дистиллиро­
ванной воде и использовали для разде­
ления.

Дисковый электрофорез проводили в 
градиенте ПААГ 5—9 % в трис-глнци- 
новом буфере pH 8,3 в течение 2,5 при 
4 °С и силе тока 5 мА на столбик геля. 
На каждый столбик наносили про­
бу, содержащую 150 мкг белка. Белки 
фиксировали 30 % трихлоруксусной 
кислотой и окрашивали амидо черным 
10В. Относительную подвижность (Rf) 
рассчитывали по отношению расстоя­
ния миграции белковых фракций к поло­
вине расстояния миграции бромфено­
лового синего. Электрофореграммы ден- 
ситометрировали на установке 
“Scan-400” (Великобритания). На 
электрофореграммах рассчитывали от­
носительное содержание фракций 
(в %), используя для выявления 
границ между фракциями принцип 
построения гауссовых кривых [10]. 
Фракции белка обозначали буквами 
латинского алфавита в соответствии 
с их подвижностью к катоду.

Изоэлектрофокусирование проводили 
в столбиках 7 % ПААГ в системе 
амфолинов с градиентом pH 3,0—10,0 
в течение 28 ч при 4 °С в режиме, опи 
санном ранее [13]. Величину pH зон 
геля определяли на pH-метре pH-121 
в микроячейке.

При исследовании локализации 
стрептокиназы и стрептолизинов в геле­
вых столбиках последние не фиксирова­
ли, а разрезали на зоны по 3 мм, измель­
чали, элюировали белки IM KCI и опре­
деляли активность стрептокиназы мето­
дом лизиса фибриновых пластин, как 
подробно описано нами ранее [8], 
а стрептолизинов по лизису взвеси

а

Рис. 2. Результаты изоэлектрофокусирования 
белков культуральной жидкости (а) через 1, 2, 
3 и 4 ч от начала засева культуры и их схема­
тическое изображение (б).
Фигурной скобкой отмечена зона локализации стрептоки­
назы (СК)-

эритроцитов барана [7]. Анализ прово­
дили в кислородной среде, восстано­
вители не добавляли. В таких условиях 
регистрируется преимущественно ак­
тивность стрептолизина S, ибо стрепто­
лизин О неактивен в этих условиях 
[12]. Все исследования выполнены не 
менее чем четырехкратно, результаты 
обработаны статистически с расчетом 
^-критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение. 
В культуральной жидкости на разных
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Рис. 3. Определение локализации 
стрептокиназы (/) и стрептолизинов (2) 
в столбике ПААГ после электрофоре­
за (а) и локализации стрептокиназы 
после изоэлектрофокусирования (б).
По оси абсцисс — номера фракций гелия; по 
оси ординат (а) — гемолитическая активность 
при D3eo, слева (б) плошадь (в мм2), справа 
(б) - pH.
Кривая линия на б — градиент pH в геле.

стадиях развития микробной популяции 
обнаруживается до 10 электрофорети­
ческих фракций белка (рис. 1, см. таб­
лицу) и до 22 фракций при разделении 
изоэлектрофокусированием (рис. 2). 
Количество фракций и относительная 
доля каждой фракции в процессе 
культивирования заметно изменяются. 
В питательной среде без инокулиро- 
ванного стрептококка нами обнаружены 
4 электрофоретические фракции, иден­
тичные фракциям b, d, і, j и являющие­
ся, по-видимому, белками собственно 
питательной среды. Это, однако, услов­
но. Как показано ниже, при развитии 
микробной популяции могут образовы­
ваться белки, аналогичные по подвиж­
ности белкам питательной среды (во 
фракции і обнаруживается стрептоли­
зин) . Следует отметить, что существует 
по крайней мере три источника белков 
культуральной жидкости: компоненты 
питательной среды, внеклеточные белки 
микроба и продукты распада микроб­
ной клетки при ее гибели.

Идентификация стрептокиназы и 
стрептолизинов после электрофореза 
показала (рис. 3), что стрептокиназ- 
ная активность сосредоточена во фрак­
ции f (Rf=0,41), а стрептолизиновая — 
во фракции і (Rf=0,80). Но при изо­
электрофокусировании активность 
стрептокиназы определяется по край­
ней мере в 2 фракциях с р! 5,2—5,5 
(см. рис. 2). Эти результаты полностью 
согласуются с данными литературы и 
ранее полученными нами при исследо­
вании очищенной стрептокиназы мате­
риалами о существовании множествен­
ных форм стрептокиназы [6]. Эти фор­
мы практически идентичны по молеку­

лярной массе, но различаются по pl, 
активности, стабильности, конформа­
ционной специфике [6]. Полученные 
материалы однозначно показывают, что 
множественные формы стрептокиназы 
присутствуют на всех стадиях разви­
тия микробной популяции и не являют­
ся следствием изменений белковых 
молекул в ходе очистки белка.

Анализ электрофореграмм белков 
культуральной жидкости позволяет 
выделить несколько стадий изменения 
белкового спектра в соответствии с фа­
зами развития популяции. В период 
логарифмической фазы роста 1—3 ч 
(рис. 4) культуральной жидкости 
присутствуют 6—8 белковых фракций, 
причем наиболее велика доля фракций 
b, d, е и І. Как уже указывалось ранее, 
за исключением фракции е, все они 
присутствуют в питательной среде. Вме­
сте с тем уже на ранних стадиях 
развития культуры присутствуют специ­
фические компоненты а (вероятно, 
стрептококкового происхождения), 
f (стрептокиназа). Кроме того, в зоне і 
обнаруживается активность стрептоли­
зинов (по-видимому, их подвижность 
совпадает с таковой одного из компо­
нентов культуральной жидкости). В фа­
зе замедления роста культуры (4—6 ч) 
в культуральной жидкости обнаружива­
ются компоненты с и g, которые могут 
как являться продуктами расщепления 
других белковых компонентов культу­
ральной жидкости, так и непосредствен' 
но выделяться микробной клеткой. 
Это требует дальнейших исследований. 
Доля компонентов а и і снижается, a f 
увеличивается. Это хорошо согласует­
ся с ранее полученными нами данными 
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о динамике стрептокиназы и стрепто­
лизинов при росте гемолитического 
стрептококка [3, 7].

Наконец, в стационарной фазе пол­
ностью исчезает компонент а, заметно 
уменьшается относительная доля ком­
понентов d, f, і, появляется новый 
компонент h. Можно думать, что по­
следнее является следствием аутолиза 
микробных клеток, который заметно 
усиливается в эту фазу. Вместе с тем 
картина изменений белковых фракций 
далеко не однонаправленна. Так, ди­
намика содержания компонента b до­
вольно сложна, имеет фазы уменьше­
ния и увеличения (см. таблицу).

Анализ электрофоретической' под­
вижности белковых фракций, соответст­
вующих стрептокиназе и стрептолизи­
нам, свидетельствует о том, что в период 
фазы замедления роста продуцента 
(см. рис. 4) подвижность стрептокиназы 
заметно уменьшается. Следовательно, 
есть основания считать, что в процессе 
развития популяции молекулы белка 
изменяют свои свойства. Причины по­
добных изменений, которые a priori 
были предположены и проанализирова­
ны нами ранее [6], многообразны 
и могут включать модификацию молеку­
лы фрагментами клеточной стенки мик­
роба, частичное расщепление протеи­
назами, конформационные изменения 
и т. д. Выяснение типа таких изменений 
имеет большое практическое значение, 
но оно требует специальных исследо­
ваний на образцах очищенного белка 
и выходит за рамки настоящей статьи. 
Выводы

1. Установлено, что фракции, соответ­
ствующие стрептокиназе и стрептоли­
зинам, обнаруживаются на всех стади­
ях развития микробной популяции (Р) 
гемолитического стрептококка группы С 
с выраженным снижением доли стрепто­
киназы в стационарной фазе, а стреп­
толизинов в конце логарифмической 
фазы.

2. На всех стадиях развития микроб­
ной популяции обнаруживается гетеро­
генность фракции, соответствующей 
стрептокиназе, при изоэлектрофокуси­
ровании, что подтверждает возмож­
ность существования множественных 
форм стрептокиназы в культуральной 
жидкости.

Рис. 4. Изменения относительной электрофоре­
тической подвижности белковых фракций, содер­
жащих стрептокиназу (2) и стрептолизины (3) в 
динамике роста (/) гемолитического стрептокок­
ка.
По оси абсцисс — время культивирования (в ч); по оси ор­
динат слева — Rp справа — концентрация биомассы (в lg 
оптической плотности).

3. Электрофоретическая подвижность 
стрептокиназы в конце логарифмиче­
ской фазы заметно изменяется, что 
может свидетельствовать об изменении 
свойств молекулы стрептокиназы.

4. Изменения белкового спектра 
культуральной жидкости имеют фазный 
характер и в целом отражают состоя­
ние микробной культуры. Полученные 
материалы могут быть полезны при 
прогнозировании режимов получения 
физиологически активных веществ из 
стрептококков.
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DYNAMICS OF CULTURE FLUID PROTEINS 
DURING THE GROWTH OF p-HEMOLYTIC 
STREPTOCOCCI, GROUP C, IN COMPLEX 
CULTURE MEDIA

V. N. Nikandrov, L. S. Rudnitskaya, P. G. Rytik, 
G. S. Davydova

The dynamic study of the protein spectrum 
of culture fluid during the growth of p-hemolytic 
streptococcal strain H46A has been carried out by 
the methods of electrophoresis and isoelectrofo­
cussing in polyacrylamide gel. Changes in the 
protein spectrum have phasic character and, 
on the whole, reflect the state of the microbial 
population, the presence of fractions correspon­
ding to streptokinase and streptolysins being 
detected at all phases of growth. The electropho­
retic mobility of streptokinase perceptibly changes 
at the end of the logarithmic phase; as shown 
by electrofocussing, at all stages of the population 
growth the heterogeneity of streptokinase is 
observed.
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