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ОСОБЕННОСТИ БИОСИНТЕЗА ЭКСТРАЦЕЛЛЮЛЯРНЫХ ЭНЗИМОВ
КЛСНАІЛІ В-ГШОЛИТИЧЕСКОГО СТРЕПТОКОККА ШТАММА 921*

(Минск)
В б и о си н тезе  энзим ов м икроорганизмам и при создан и и  п р е п а -

’  В р а б о те  принимала у ч а с т и е  Л .Б .Ш кум атова.
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ратов для внутривенного введения важная роль отводится изыска-
рдо штамма-продуцента, сочетающего высокую биосинтетическую
активность по основному компоненту с минимальным синтезом со
путствующих протеинов. В связи с этим штамм должен быть либо
дефектным по синтезу последних, либо обладать значительной
пластичностью метаболизма, что позволит направленно регулиро
вать биосинтез отдельных внеклеточных энзимов.

В целях.предварительной оценки пластичности биосинтетиче
ских процессов у продуцентов стрептокиназы (СК) нами изучена в
зависимости от состава питательной среды способность к образо
ванию СК стрептолизинов S и 0 (СЛ-s и СЛ-О), нейтральных про
теаз (НП) клонами р-гемолитического стрептококка штамма 921,
выделенными при многократном пассированиинагидролизате казеина
с мясным экстрактом. В одном случае отобраны колонии с наиболь
шей скоростью роста на указанной среде (клон M-І), а в другом -
колонии большого размера при росте на плотных средах (клон 13).

Материал и методы. Микроорганизмы выращивали в периодиче
ской культуре при температуре +37°С в течение 16 часов во фла
конах емкостью 2 л. Для культивирования использовали гидроли
зат казеина (К), гидролизат казеина с мясным или кукурузным
экстрактом (К+МЭ; К+КЭ), бульон Коникова (БК). Среды инокулиро-
вали из расчета 200 млн. м.т./мл. Через 30-минутные интервалы
в процессе культивирования осуществляли коррекцию pH до 7,2 с
псмощью 25%-ного раствора NaOH.

В. динамике роста учитывали биомассу турбидиметрически и вы
ражали в единицах оптической плотности /о/. В фильтратах куль
тур определяли уровень белка /Ї/, активность СК /2/, СЛ-S и
СЛ-0 (по лизису взвеси эритроцитов барана), неспецифических НП
/3/. Активность СК выражали в единицах Коникова, СЛ-s и СЛ-0 -
в мг освобождающегося при лизисе гемоглобина (НЪ),НП - в мкМ
тирозина в пересчете на I мл фильтрата культуры.

Все исследования выполнены 4-кратно.
Результаты и обсуждение. Установлено, что клон M-І отлича

ется более быстрым ростом в течение первых 10-12 часов по срав
нению с клоном 13 (рис.1). Особенно четко это проявилось при
культивировании на КчМЭ. К+КЭ и БК. Не обнаружено принципиаль
ных различий между клонами в максимально возможном уровне СК,
но при культивировании на К+КЭ клон 13 все же продуцировал
больше энзима, чем на остальных средах. У клона M-І разница

59



усматривается при культивированта на К it средах, содержаще
экстрактые при отсутствии последних проявлялась тенденция й

замедлению биосинтеза. СК и снижению максимального уровня ее

4 Рис.1 Ж н а д к а  (Б) и вне-
кав г а Т (  I) к д а с »  стрептокок

Рост стрептококков клонов ТЗ и M- І  сопровождался принци
пиально различной динамикой 5'ровня внеклеточного белка.
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для клона ІЗ характерно нарастание , последнего, особенно
на К+КЭ и НС, а  выращаэанте клона M- І  на К+МЭ и Ж  приводило в
основном к уменьшения содеряаши протеинов в фильтратах культу-
рй„ В ходе культивирования указанного клона на К и. К+КЭ нами
обнаружен слокный колебательный характер сдвигов концент]
внеклеточного

Оба клона синтезировали примерно одинаковое количество СЛ-s
на К+КЭ (рис.2К  При росте на других питательных средах,кар
тина менялась. На всех средах, кроме К, клон M- І  продуцировал
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примерно одинаковое количество этого гемолизина. Исключение из
состава питательных сред экстрактов (рост на К) привело к зна
чительному замедлению образования СЛ-S и снижению его макси
мального уровня. Культивирование стрептококка клона 13 на раз
ных средах сопровождалось более разнообразными изменениями
синтеза СЛ-S . Наибольший уровень СЛ-О наблюдался при
культивировании клонов на К. Вместе с тем клон 13 синтезировал
этот токсин в значительных количествах на К+МЭ, а рост клона
M- І  на этой среде сопровождался минимальным образованием СЛ-о.

Полученные результаты свидетельствуют о сложном характере
накопления НП в динамике роста: наблюдалось несколько макси
мумов протеолитической активности (см .рис.2). При культивиро
вании клона M- І  кривые сдвигов протеолитической активности на
всех средах фактически однотипны, чего не отмечалось при росте
клона 13. Кроме того, клон M- І  синтезировал большее количество
НП, чем клон 13. Сопоставление динамики активности НП и вне
клеточного белка не позволяет установить какую-либо взаимо
связь между этими показателями при росте клона 13. У стрепто
кокка M- І ,  как правило, увеличение протеолитической активности
на всех средах, кроме К+КЭ, ассоциировано с ростом уровня в н е - '
клеточных протеинов. '. . ' Л

Анализируя подученные материалы,.можно отметить, что замена
казеинового гидролизата в К+МЭ на мясной гидролизат БК у обоих
клонов существенно не отразилась на уровне СК, но увеличила
прирост биомассы. Подобная замена гидролизатов при культиви
ровании клона 1 3 обусловливала изменение динамики СЛ-s  и СЛ-О.
Внесение впитательную среду экстрактов изменяло биосинтети
ческую способность исследованных клонов, однако отыскать за
кономерность в сдвигах не всегда удавалось из-за разного сос
тава МЭ и КЭ. Переход на среду без МЭ (К) вызывал однотипную
реакцию клонов по биосинтезу СЛ-S , СЛ-О и НП, но не по биосин
тезу СК и биомассе.

Итак, в ходе многоступенчатого рассева на К+МЭ штамма 921
выделены два клона, обладающие различной метаболической спе
цификой. Учитывая, что одним из проявлений адаптации является
ускорение роста / 4 / ,  клон M- І ,  видимо, следует считать более
адаптированным к К+МЭ. Вместе с тем сдвиги энзиматической ак
тивности при росте клона 13 все же более разнообразны (осо
бенно по СЛ- s ,  СЛ-О И НП), что в какой-то степени можно рас-
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^ т р и в а т ь  как свидетельство большей пластичности биосинтетических процессов у этого клона.Отмеченный нами колебательный характер динамики БП в настоящее время трудно объяснить. В литературе имеются указания, чтоподобный сложный характер динамики активности внеклеточныхнуклеаз может обусловливаться гетерогенностью энзимов, выходомв среду внутриклеточных деполимераз вследствие изменения про-лядаемости клеточных мембран / 5 / . В то же время в свете сообщений об образовании микроорганизмами ингибиторов протеолитических энзимов /6/ представляется возможным изменение отношений протеазы-ингибитора в динамике роста микробов, в результате чего в определенные периоды протеолитическая активность мо-•jeT не определяться. Л и т е р а т у р аLowry О .Н .,Rosehrough N . J . ,F a r r  A .L .,R a n d a ll  J . й» -  J .B io l.c h e m .,1 9 5 1 ,1 9 3 ,26*fr2. Каневская М .Й ., Коников А .П . -  Вкн .: Детские капельные инфекции. Л . ,19 53,47-58. -  3 . K an itzм. -  J .g e n .P h y s i o l . ,1947,30,291. -  4 . Карасевич Ю.Н. Экспериментальная адаптация микроорганизмов. М. ,19 75. -  5 . БеляеваМ .И ., Лещинская И .Б . , Юсупова Д .В ., -  В к н .: Биосинтез микроорганизмами нуклеаз и протеаз. М .,1 9 7 9 ,5 -3 2 . -  6 . БезбородовА.М. -  Прикл.биохим.и микробиол., 1 9 7 8 ,1 4 ,1 ,5 -1 0 .
PECULIARITIES OF EXTRACELLULAR ENZYME BIOSYNTHESIS
BY STREPTOCOCCUS p-HEMOLYTICUS STRAIN 921 CLONS

N .L .S h a ti lo , V .N .N ikandrbv, T.A.Dymont, A .I.Pogudo

B io sy n th e s is  of s t r e p to k in a s e ,  s t r e p to ly s in s  S and 0 , neu
t r a l  p ro te a s e  by s tre p to c o c c u s  s t r a i n  921 c io n s  c u l t iv a te d  in
v a rio u s  c u l tu re  media was s tu d ie d . Cion M-1 was found t o  grow
more r a p id ly  and p o sse ss  h ig h e r  a b i l i t y  to  s y n th e s iz e  n e u t r a l
p ro te a s e . L evels of e x t r a c e l l u l a r  p ro te in  in  b io s y n th e s is  o f
s tre p to k in a s e  and s t r e p to ly s in s  were shown to  d i f f e r  when
cions 13 and M-1 were c u l t iv a te d  in  d i f f e r e n t  c u l tu r e  m edia .
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