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целью работы является применение зимографического и протеомного анализа для изучения состава и функ-
ций внутриклеточных и экстрацеллюлярных протеаз производственных штаммов Vibrio cholerae 569в серовара 
инаба и м41 серовара огава. материалы и методы. образцы внутриклеточных протеаз получали из клеточных 
лизатов путем обработки бактериальных клеток ультразвуком в 9 м растворе мочевины. Фракцию экстрацеллю-
лярных протеаз осаждали из культуральной жидкости добавлением 50 % трихлоруксусной кислоты до конечной 
концентрации 10 % и инкубацией на льду. в качестве контроля протеолитической активности использовали лио-
филизированные препараты протеиназы к и ферментного комплекса протеовибрина. протеазы выявляли мето-
дом субстратного гель-электрофореза в 12,5 % полиакриламидном геле, импрегнированном 0,1 % желатином с 
последующей идентификацией состава белковых фракций лизатов и экзопротеинов обоих штаммов с помощью 
молекулярного масс-спектрометрического сканирования. результаты и обсуждение. сравнительное исследова-
ние производственных штаммов V. cholerae 569в серовара инаба и м41 серовара огава с помощью зимографиче-
ского и протеомного анализа показало, что наибольшая ферментативная активность выявлена в образце фракции 
экстрацеллюлярных протеаз штамма V. cholerae м41, где идентифицировано пять основных и четыре минорных 
зоны гидролиза желатина, причем зоны высокой интенсивности с мW 20–23 и 37‒40 кда обнаружены также в 
препарате протеовибрина, выделенного из культуральной жидкости этого штамма. в результате протеомного ана-
лиза исследуемых штаммов достоверно идентифицированы 66 ферментов V. cholerae с различной функциональ-
ной активностью, среди которых 15 ферментов обладали протеазной активностью. высокая информативность 
комплекса современных методов показала возможность выявления качественных и количественных различий 
состава внутриклеточных и экстрацеллюлярных протеаз производственных штаммов V. cholerae, что предлагает 
эффективное средство скрининга межштаммовых различий протеазного спектра у производственных штаммов.
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Abstract. The aim of this work was to study the composition and functions of intracellular and extracellular proteases 
of the production Vibrio cholerae strains 569B serovar Inaba and M41 serovar Ogawa using zymographic and proteomic 
analysis. Materials and methods. Samples of intracellular proteases were obtained from cell lysates by ultrasonication 
of bacterial cells in a 9 M urea solution. The extracellular protease fraction was precipitated from the culture liquid by 
adding 50 % trichloroacetic acid to a final concentration of 10 % and incubating on ice. Lyophilized preparations of 
proteinase K and proteovibrin enzyme complex were used as a control of proteolytic activity. Proteases were detected by 
substrate gel electrophoresis in 12.5 % polyacrylamide gel impregnated with 0.1 % gelatin, followed by identification of 
the composition of protein fractions of lysates and exoproteins of both strains using molecular mass spectrometric scan-
ning. Results and discussion. A comparative study of the production strains of V. cholerae 569B serovar Inaba and M41 
serovar Ogawa using zymographic and proteomic analysis showed that the greatest enzymatic activity was detected in 
the fraction of extracellular proteases sample of V. cholerae M41 strain, where five major and four minor zones of gelatin 
hydrolysis were identified, and high-intensity zones with MW 20–23 and 37–40 kDa were also found in the prepara-
tion of proteovibrin isolated from the culture fluid of that strain. As a result of proteomic analysis of the studied strains, 
66 enzymes of V. cholerae with different functional activity were reliably identified, among which 15 enzymes had pro-
tease activity. The high information content of the complex of modern methods provided for the possibility of identify-
ing qualitative and quantitative differences in the composition of intracellular and extracellular proteases in production 
strains of V. cholerae, which offers an effective means of screening inter-strain differences in the protease spectrum in 
production strains.
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протеазы ‒ ферменты бактерий, способные 
гид ролизовать пептидные связи в молекулах белков, 
инактивировать антимикробные пептиды [1], уча-
ствовать в развитии инфекционного процесса [2], 
проявлять протективную и иммуномодулирующую 
активность [3]. в зависимости от строения актив-
ного центра протеазы подразделяются на четыре 
основных класса: сериновые ‒ S, цистеиновые ‒ C, 
аспартатные ‒ а и металлопротеиназы ‒ м. также 
существует класс U для неизвестных пока протеи-
наз. металлопротеазы являются наиболее разно-
образным классом протеаз, их классифицируют по 
функциональным группам активного центра: кланы 
MA, MB, MC, MD и ME содержат один атом цинка, 
кланы MF и MH ‒ два атома цинка, клан MG ‒ два 
атома кобальта [4, 5].

к настоящему времени у Vibrio cholerae оха-
рактеризовано несколько протеаз. известно, что за 
основную протеолитическую активность V. cholerae 
ответственна гемагглютинин/протеаза (HA/P) с мо-
лекулярным весом (MW) 65,8 кда. она относится к 
цинковым металлопротеазам, участвует в активации 
а-субъединицы холерного токсина и откреплении 
холерных вибрионов от слизистой кишечника, что 
способствует их выведению и распространению ин-
фекции [2]. исследование аминопептидазы (PepA) 
V. cholerae показало, что она является металлоэк-
зопептидазой (мW 54,617 кда, pI 6,0) и относится 
к семейству лейцинаминопептидаз (LAP), т.к. ка-
тализирует гидролиз амино-терминальных остат-
ков лейцина в белках или пептидных субстратах. 
показано, что кроме протеолитической активности 
PepA функционирует как транскрипционный ре-
прессор в регуляторном каскаде, контролирующем 
экспрессию генов вирулентности V. cholerae [6]. 
идентифицирована цинкзависимая металлопротеи-
наза PrtV (мW 102 кда), обладающая цитопатиче-
ским эффектом, а также принимающая участие в 
активации фибринолиза и инициации иммунного 
ответа при кишечных инфекциях [7]. относительно 
недавно у холерного вибриона обнаружена 
YaeL-про теаза, локализованная во внутренней мем-
бране и ответственная за деградацию регуляторного 
белка вирулентности TcpP [8]. определена роль в 
патогенезе развития инфекции новой трипсинопо-
добной кальций-зависимой сериновой протеазы с 
мW 59 кда, вызывающей накопление геморраги-
ческой жидкости в кишечнике экспериментальных 
животных, а также развитие некротического пора-
жения всех слоев слизистой оболочки ворсинок [9]. 
к числу дополнительных факторов с ферментатив-
ной активностью могут быть отнесены белки экс-

трактов наружных мембран (нм) нетоксигенного 
штамма V. cholerae и-638 с мW 38 и 40 кда, токси-
генного штамма V. cholerae и-1263 с мW 120 кда, 
а также оmрт+ штаммов холерного вибриона о1 и 
о139 серогрупп [10]. кроме того, изучен протеаз-
ный спектр препаратов внутриклеточных водорас-
творимых протеаз вирулентных и авирулентных 
штаммов V. cholerae O1 и O139 серогрупп [11], а 
также культуральных экстрактов; рядом авторов 
рассматривается возможность применения протеаз 
холерного вибриона в качестве компонентов бескле-
точных холерных вакцин [3].

в настоящее время в роснипчи «микроб» для 
производства коммерческой вакцины холерной би-
валентной химической таблетированной использу-
ют штаммы V. cholerae 569в серовара инаба и м41 
серовара огава. характерными особенностями этих 
штаммов является то, что первый из них эффектив-
но секретирует в культуральную жидкость холерный 
токсин и обладает слабой протеолитической актив-
ностью, а второй ‒ источник о1 антигена огава, от-
личается высокой активностью протеаз. компоненты 
вакцины, получаемые из концентрата их культураль-
ной жидкости путем осаждения сернокислым аммо-
нием, содержат биологически активные вещества, в 
том числе различные ферменты. для характеристики 
их ферментативной активности используется диффу-
зионный тест на плотных тест-средах с соответству-
ющими субстратами [12], где протеазную активность 
оценивают по ширине зон гидролиза от края лунки в 
миллиметрах. однако использование традиционных 
биохимических и спектрофотометрических методов 
изучения ферментов не дает полного представления 
о межштаммовых различиях протеазного спектра.

одним из наиболее чувствительных и наглядных 
методов, позволяющих определить наличие, состав 
и свойства ферментов в биологических образцах, яв-
ляется зимография. зимография ‒ электрофоретиче-
ская технология, основанная на SDS-PAGE (электро-
форез в полиакриламидном геле), которая включает 
сополимеризацию полиакриламидного геля с раз-
личными белковыми субстратами, последующую 
реактивацию ферментов и окрашивание геля раство-
ром кумасси. на зимограмме зоны ферментативной 
активности проявляются в виде отчетливых полос 
лизиса субстрата на синем фоне. информативность 
и универсальность зимографического анализа для 
широкого спектра ферментов, а также возможность 
его комбинации с масс-спектрометрией позволяют 
применять комплексный подход для выявления и ха-
рактеристики индивидуальных особенностей мета-
болизма исследуемых штаммов. 
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целью работы является применение зимографи-
ческого и протеомного анализа для изучения состава 
и функций внутриклеточных и экстрацеллюлярных 
протеаз производственных штаммов V. cholerae.

материалы и методы

зимограммы внутриклеточных и экстрацел-
люлярных протеаз получали на модели штаммов 
V. cholerae серовара инаба 569в и V. cholerae м41 
серовара огава (государственная коллекция пато-
генных бактерий роснипчи «микроб», саратов), 
используемых для производства коммерческой би-
валентной химической таблетированной холерной 
вакцины. 

в качестве контроля протеолитической актив-
ности использовали лиофилизированные препараты 
протеиназы к (Serva, USA, MW 28,0 kдa) и фер-
ментного комплекса протеовибрина. протеовибрин 
получен из ультрафильтрата детоксицированной 
культуральной жидкости производственного штам-
ма V. cholerae м41 серовара огава и представляет 
собой хорошо растворимый в воде порошок темно-
коричневого цвета с содержанием белка (55±7) % и 
высокой протеолитической активностью, гидроли-
зующей белки в диапазоне рн 5,6–8,5 с активностью 
8000‒20000 усл. ед. на 1 мг белка [13].

культуры штаммов V. cholerae серовара инаба 
569в и V. cholerae м41 серовара огава выращивали в 
бульоне LB (pH 7,6) в шейкере-инкубаторе с аэраци-
ей в течение 18 ч при 30 и 37 °с соответственно.

для получения внутриклеточных протеаз к 
осадку клеток добавляли 9 м раствор мочевины в 
соотношении 1 мл на 100 мг осадка клеток. клетки 
ресуспендировали и обрабатывали на ультразвуко-
вом гомогенизаторе Bioruptor UCD – 200 (Diagenode, 
USA) циклом озвучивания 30 с ON, 30 с OFF в те-
чение 10 мин при частоте 60 кгц на ледяной бане. 
после обработки ультразвуком образцы оставляли в 
растворе мочевины на 2 ч при комнатной температу-
ре, периодически встряхивая на вортексе. для удале-
ния клеточных оболочек образцы центрифугировали 
при 12 тыс. об./мин в течение 10 мин (миницентри-
фуга MiniSpin, Eppendorf, Germany) и диализовали 
против дистиллированной воды. затем центрифуги-
рованием освобождались от осадка и отбирали су-
пернатант, содержащий внутриклеточные протеазы.

Фракцию экстрацеллюлярных протеаз осажда-
ли из культуральной жидкости добавлением 50 % 
трихлоруксусной кислоты до конечной концентра-
ции 10 % и инкубацией на льду в течение 30 мин. 
осадок подщелачивали суспендированием в 2 мкл 
1,5 M Tris-HCl буфера pH 8,8 и растворяли в буфере 
для образцов или регидратации.

концентрацию белка в пробах измеряли по ме-
тоду м.м. бредфорда на сканирующем спектрофо-
тометре Biowave II (Biochrom, UK) при длине волны 
595 нм.

протеазы выявляли методом субстратного гель-
электрофореза в 12,5 % полиакриламидном геле, 

импрегнированном желатином (конечная концентра-
ция 0,1 %) [14]. пробы растворяли в буфере для об-
разцов (10 мг Bromphenol blue в 4 мл 2 M Tрис-HCl 
pH 8,8, 25 мл 60 % глицирина, 17,5 мл 20 % SDS, 
дистиллированная вода до 50 мл) в соотношении 1:3. 
субстратный гель-электрофорез проводили при 4 °с, 
50 V – 1 ч, 150 V – до конца прохождения красителя. 
затем гели отмывали в течение 1 ч в 2,5 % водном 
растворе тритона х-100 и инкубировали в 0,1 м 
глицин-NaOH буфере рн 8,3 при 37 °с в течение 2 ч. 
зимограммы окрашивали раствором кумасси G-250, 
а о наличии протеаз в образцах судили по появлению 
неокрашенных зон гидролиза на синем фоне. 

для протеомного анализа параллельно с зи-
мографией проводили SDS-PAGE электрофорез в 
12,5 % полиакриламидном геле по W.K. Laemmli, с 
последующей инвентаризацией состава белковых 
фракций лизатов и экзопротеинов обоих штаммов с 
помощью молекулярного масс-спектрометрическо-
го сканирования. для этого из окрашенного кумасси 
G-250 геля вырезали белковые полосы, соответствую-
щие зонам гидролиза на зимограммах, нарезали на 
мелкие кусочки и обрабатывали методом гидролиза 
трипсином в геле [15]. смеси триптических пептидов 
перед масс-спектрометрическим анализом разделяли 
с помощью системы высокоэффективной жидкост-
ной нано-хроматографии Ultimate 3000 RSLCnano 
(Thermo Fisher Scientific, USA) на хроматографиче-
ской колонке AcclaimPepMap™100 75 μm x 25 cm, 
nanoViper C18, 3 μm, 100 Å (Thermo Fisher Scientific, 
USA). масс-спектры полученных образцов опреде-
ляли на тандемном масс-спектрометре класса ESI-
QTOF с разрешением более 50000 FWHM на базе 
Фгбу Фнкц физико-химической медицины Фмба 
россии. идентификацию белков проводили с помо-
щью программы Mascot в режиме поиска MS/MS 
Ion search относительно базы данных NCBI (National 
Center for Biotechnology Information, 2016) с таксо-
номическим ограничением для исследуемого вида 
микроорганизмов. в качестве вариабельных моди-
фикаций выбраны карбамидометилирование цистеи-
на, окисление метионина и ацетилирование лизина. 
допустимое отклонение для масс пептидных ионов 
устанавливали равным 20 ppm, для фрагментарных 
ионов – 0,1 Da, минимальное число уникальных пеп-
тидов одного белка ≥2. белки, имеющие критерии 
достоверности score >18, считались идентифициро-
ванными надежно (р<0,05).

результаты и обсуждение

успешное применение зимографического ана-
лиза имеет некоторые ограничения, связанные со 
сдвигом определения мW вследствие сополиме-
ризации с субстратом, снижением количества про-
теаз в геле за счет деградации субстрата, недоста-
точной реактивацией фермента после субстратного 
гель-электрофореза и необратимой ферментативной 
инактивации мочевиной. 

учитывая, что многие протеазы холерного ви-
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бриона термолабильны, инактивируются под дей-
ствием таких денатурирующих агентов, как мочеви-
на (>2 м) и детергент додецилсульфат натрия (SDS), 
на этапах приготовления образцов и проведения 
зимографического анализа кипячение и редуцирую-
щие агенты были исключены. необходимо отметить, 
что внутриклеточные протеазы, извлекаемые из бак-
терий 9 м раствором мочевины, восстанавливали 
ферментативную активность после освобождения 
от мочевины в процессе диализа. для удаления SDS 
и ренатурации протеаз после субстратного электро-
фореза гели отмывали при комнатной температуре в 
течение 1 ч в 2,5 % водном растворе тритона х-100, 
затем инкубировали в 0,1 м глицин-NaOH буфере 
рн 8,3 при 37 °с в течение 2 ч.

зимографический анализ производственных 
штаммов V. cholerae 569в серовара инаба и м41 
серовара огава показал присутствие в образцах ли-
затов этих штаммов по три полипептида, обладаю-
щих наибольшей протеолитической активностью, 
с мW от 34 до 75 кда, причем наличие протеаз с 
мW 48–55 и 42–43 кда отмечено во всех образцах 
лизатов и фракции экстрацеллюлярных протеаз 
(Фэп) штамма V. cholerae м41. наибольшая фер-
ментативная активность выявлена в образце Фэп 
штамма V. cholerae м41, где идентифицировано 
пять основных зон гидролиза желатина в пределах  
82–110; 65–75; 48–55; 37–40; 34–36 кда, а также 
четыре минорных с мW в пределах 58–60; 42–43; 
30–32; 20–23 кда. необходимо отметить, что зоны 
высокой интенсивности с мW 20–23 и 37–40 кда 
также обнаружены в препарате протеовибрина, вы-
деленного из культуральной жидкости этого штамма 
(рисунок).

на следующем этапе в результате протеомного 
анализа исследуемых штаммов идентифицирован 
ряд ферментов V. cholerae с различной функциональ-
ной активностью, среди которых основную группу 
составляли ферменты клеточного метаболизма, 
участвующие в обмене жиров, белков, углеводов и 
нук леиновых кислот, а также в процессах дыхания 
и регуляторно-генетической системы. особый инте-
рес вызывали 15 ферментов, обладающих протеаз-
ной активностью (таблица).

высокая ферментативная активность производ-
ственного штамма V. cholerae м41 подтверждена и 
масс-спектрометрическим анализом. показано, что 
образец Фэп этого штамма содержал практически 
все идентифицированные протеазы в отличие от 
препарата Фэп штамма V. cholerae 569в, где выяви-
ли только два фермента. в препарате протеовибрина 
идентифицировано шесть протеаз. 

холерный вибрион продуцирует различные про-
теолитические ферменты, большая часть которых 
относится к цинковым металлопротеазам. в таблице 
показано, что в результате масс-спектрометрического 
сканирования идентифицированы гемагглютинин/
протеаза (HA/P), группа аминопептидаз (мW 98,3; 
54,5; 46,7 кда), катализирующих отщепление еди-
ничных аминокислот от N-конца полипептидной 

цепи и играющих важную роль в метаболизме био-
логически активных пептидов, а также лейцинами-
нопептидаза (LAP) с мW 54,6 кда.

кроме того, с помощью масс-спектрометрии 
нами определены еще несколько цинковых метал-
лопротеиназ разных кланов. так, металлопротеа-
за (мW 102 кда) клана м6 по базе данных NCBI 
показала гомологию на 99,5 % с протеазой PrtV. 
идентифицирована пептидаза клана M66 (мW 
140 кда), которая до настоящего времени изучена 
мало, однако известно, что она вместе с протеазой 
TagA (мW~115 кда) V. cholerae и муциназой StcE 
(мW~100 кда) Escherichia coli O157:H7, имею-
щей сходную многодоменную структуру, входит в 
семейство металлопротеаз клана м66 [16]. в этой 
группе также определена пептидаза семейства M9 
(мW 92,6 кда) клана ма, которая является микроб-
ной коллагеназой и способна расщеплять пептид-
ные связи в определенных участках спирализован-
ных областей коллагена, разрушая соединительно-
тканные барьеры организма хозяина и способствуя 
проникновению патогена [17]. идентифицирована 
карбоксипептидаза – металлопротеаза семейства 
M32 (мW 55,5 кда), отщепляющая аминокислоты с 
с-конца пептидов, она также относится к клану MA, 
типичным представителем которого является термо-
стабильный термолизин [8]. кроме того, выявлена 
олигопептидаза A (мW 77,0 кда) семейства M3 с 
широкой специфичностью, которая играет специфи-
ческую роль в деградации сигнальных пептидов, 
обеспечивающих посттрансляционный транспорт 

применение 1D-зимографии для изучения спектра внутрикле-
точных и экстрацеллюлярных протеаз производственных штам-
мов V. cholerae: 
1 – маркеры MW белков 15,0–200,0 кда; 2 – образец лизата штамма 
V. cholerae 569в; 3 – образец лизата штамма V. cholerae м41; 4 – образец 
фракции экстрацеллюлярных протеаз (Фэп) штамма V. cholerae 569в; 
5 – образец Фэп штамма V. cholerae м41; 6 – протеовибрин; 7 – про-
теиназа к

The use of 1D-zymography to explore the spectrum of intracellular 
and extracellular proteases of V. cholerae production strains: 
1 – MW markers of proteins 15.0–200.0 kDa; 2 – sample of lysate of the 
V. cholerae 569в strain; 3 – a sample of lysate of the V. cholerae M41 strain;  
4 – sample of the extracellular proteases fraction (EPF) of the V. cholerae 
569в strain; 5 – EPF sample of the V. cholerae M41 strain; 6 – proteovibrin; 
7 – proteinase K



Проблемы особо опасных инфекций. 2021; 1          ОРигинальнЫе статьи

132

белка в соответствующую органеллу клетки [18].
в результате масс-спектрометрического анализа 

идентифицирована группа сериновых протеаз, в том 
числе трипсиноподобные протеаза с мW 59,0 кда и 
пептидаза с мW 51,8 кда, относящаяся к семейству 
пептидаз S1 клана PA. они отличаются содержани-
ем в активном центре молекулы серина и потерей 
активности под действием фенилметилсульфонил 
фторида (PMSF). в этой группе также определены 
две внутриклеточные сериновые протеазы, которые 
играют важную регуляторную роль и отвечают за де-
градацию денатурированных или аномальных белков 
с нарушенной конформационной структурой, накап-
ливающихся в периплазматическом пространстве 
бактерий в результате воздействия теплового шока 
или других стрессовых условий. это эндопротеаза 
DegQ с мW 48,2 кда (подсемейство протеаз Do кла-
на PS), которая изучена мало, однако известно, что 
типичным представителем этого подсемейства явля-
ется периплазматическая протеаза DegP, известная 
как протеаза Do E. coli. протеазы DegQ и DegP име-
ют субклеточную локализацию, одинаковый размер, 
сходную аминокислотную последовательность (до 
60 %) и субстратную специфичность. оба фермента 
имеют мW около 50 кда, однако в растворе могут 
существовать в виде крупных олигомерных ком-
плексов с мW примерно 300 и 500 кда, вероятно, 
образующихся в результате димеризации и тетраме-
ризации тримеров [19]. кроме того, атФ-зависимая 
сериновая Lon или La эндопептидаза (мW 88 кда), 
которая кодируется геном lon. по литературным дан-
ным, фермент имеет три домена: N-концевой домен, 
участвующий в связывании и олигомеризации бел-

кового субстрата; центральный домен атФазы (а), 
содержащий мотивы атФ-связывания; и C-концевой 
(P) домен, содержащий протеолитический активный 
сайт, образованный диадой Ser-Lys [20].

следовательно, протеолитические ферменты 
холерного вибриона, помимо выполнения жизнен-
но важной трофической функции, играют ключевую 
роль в процессах клеточной дифференциации, ката-
лизируют множество реакций, участвуя в различных 
деструктивных процессах, связанных с инвазией и 
утилизацией аномальных белков, а также осущест-
вляют селективный протеолиз, связанный с измене-
нием метаболизма клетки. 

таким образом, сравнительное исследование 
производственных штаммов V. cholerae 569в серо-
вара инаба и м41 серовара огава с помощью зимо-
графического анализа в сочетании с молекулярным 
масс-спектрометрическим сканированием показало 
возможность выявления качественных и количе-
ственных различий состава внутриклеточных и эк-
страцеллюлярных протеаз, наглядно подтверждая их 
фенотипическую характеристику. высокая информа-
тивность комплекса современных методов предлага-
ет эффективное средство скрининга межштаммовых 
различий протеазного спектра у производственных 
штаммов.
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