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Фібринолітичні ензими – це пептидази, які відносяться до класу гідролітичних ферментів, здат-

них розщеплювати нерозчинний фібрин. В огляді представлені фібринолітичні пептидази бактерій 

роду Bacillus. Наведено методи підвищення біосинтезу цих ензимів, визначення їх активності, а також 

виділення та очищення. Фібринолітичні пептидази бацил відносять до серинових і металопептидаз. 

Вони здатні гідролізувати як природні субстрати (фібрин, фібриноген, гемоглобін), так і синтетичні. 

Висока стабільність цих ензимів в широкому діапазоні значень рН (5-12) і температури (10-75 °С) дає 

можливість для застосування їх в фармакології, медицині для запобігання розвитку і лікування серцево-

судинних захворювань. 

Ключові слова: фібринолітична пептидаза, Bacillus, субстратна специфічність, лікування серцево-

судинних захворювань.

Селективний внутрішньоклітинний протеоліз є важливим механізмом контролю якості 

функціональних білків, а також підтримки їх концентрації на такому рівні, який необхідний 

клітині. Як у прокаріот, так і у еукаріот цей процес здійснюють високомолекулярні пептидази 

(КФ 3.4), відомі також під назвою протеїнази або протеолітичні ензими – клас гідролітич-

них ферментів, які незворотньо відщеплюють амінокислотні залишки від білків і пептидів за 

участю молекули води (рис. 1). 

Рис. 1. Гідроліз пептидних зв’язків пептидазою [56].

Вони виконують в клітині дві основні функції: деструктивну (позбавляють клітину від 
дефектних, пошкоджених і мутантних білків) і регуляторну (здійснюють деградацію коротко 
існуючих регуляторних білків) [74].

Більшість пептидаз синтезується у вигляді неактивних попередників – проензимів, моле-
кули яких складаються з препептиду (секреторний пептид) і пропептиду (активаційний пеп-
тид). При вивченні попередників субтилізинових пептидаз, виділених з Bacillus subtilis, вста-
новлено, що процесинг їх приводить до появи протеолітичної активності зрілого активного 
білка, що супроводжується розривом зв’язку Tyr-Ala в проензимі і відщепленням пропептиду 
[11]. Препептиди забезпечують транспорт білка через плазматичну мембрану, а роль пропеп-
тиду до кінця не встановлена. Припускають, що пропептиди не тільки здатні підтримувати 
ензим в неактивному стані, але й можуть брати участь у формуванні функціональної третин-
ної структури білка. 

Реакції за участю пептидаз є специфічними. Їх специфічність обумовлена як типом суб-
страту (ди-, оліго-, поліпептид), так і його конформацією. Прикладом такого специфічного 
процесу є фібриноліз, який включає декілька взаємопов’язаних реакцій, що відбуваються за 
участю протеолітичних ензимів. На кожному етапі цього процесу попередник (неактивна фор-
ма ензиму) перетворюється у відповідну серинову протеазу [6]. За нормальних фізіологічних 
умов в організмі людини існує рівновага між двома протилежними процесами – фібринолі-
зом і згортанням крові [12]. Порушення цієї рівноваги може привести до різних патологічних 
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станів. Зміщення в бік згортання може бути причиною виникнення таких захворювань, як 
інфаркт міокарда, тромбоз судин головного мозку, легеневих артерій та ін. Навпаки, надмірна 
активація фібринолітичної системи супроводжується підвищеною кровоточивістю. Згідно з 
даними ВООЗ, кожного року від серцево-судинних захворювань вмирає 17 мільйонів людей 
[33]. Для лікування захворювань, що супроводжуються виникненням тромбозів, використо-
вуються різні тромболітичні агенти [52]. До 2010 р. витрати на їх виробництво складали при-
близно 14 більйонів доларів [65].

Кров’яні згустки, основу яких складає фібрин, утворюються з фібриногену за допомогою 
протеолітичного ензиму тромбіну (EC 3.4.21.5) (рис. 2). В свою чергу, інша пептидаза, плаз-
мін (EC 3.4.21.7) руйнує утворений фібрин, таким чином, сприяючи відновленню кровообігу 
(рис. 3) [71]. 

 

Рис. 2. Структура фібриногену і фібрину  [10]

Рис. 3. Процес утворення нерозчинного фібринового згустку з фібриногену (І, ІІ, ІІІ) і 

розщеплення його до димерів (ІV): (І) – утворення мономеру фібрину; (ІІ) – утворення 

розчинних комплексів мономерів фібрину; (ІІІ) – утворення ковалентних зв’язків між 

D-, а також між Е-поліпептидними ланцюгами молекул фібрин-агрегату і стабілізація 

фібрину в нерозчинний полімер; (IV) – розщеплення фібрину з утворенням димерів [10].
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Мікробні продуценти фібринолітичних пептидаз. За направленістю дії фібринолітич-

ні агенти поділяють на дві групи. До першої відносяться активатори плазміногену, такі як 

тканинний активатор плазміногену (t-PA) та урокіназа. Вони перетворюють плазміноген в 

активний плазмін, здатний розщеплювати фібрин. Другу групу складають плазміноподібні 

фібринолітичні ензими, які безпосередньо руйнують фібрин в кров’яних згустках, швидко і 

повністю розчиняючи тромби [36].

Фібринолітичні ензими було виділено та ідентифіковано з різних джерел: тварин (змії, 

дощовий черв’як) [13, 19], бактерій (Streptococcus pyogenes, Aeromonas hydrophila, Vibrio 

vulnificus, Serratia, Bacillus natto, B. amyloliquefacens, Actinomycetes) [21, 29, 32, 30] і грибів 

(Fusarium  oxysporum; Mucor sp., Armillaria mellea) [27, 63]. Так, протеолітичний ензим, виді-

лений із непатогенної кишкової бактерії Serratia E15, що мешкає в кишковому тракті тутового 

шовкопряду, проявляє фібринолітичну, протизапальну дію та запобігає розвитку набряків у 

щурів [48].

З культуральної рідини Streptomyces violaceoruber і Streptomyces spiroverticillatus були виді-

лені фібринолітичні пептидази. Визначено, що найвищий синтез фібринази S. violaceoruber, 

який складав 160 од/мл, досягається після 6 днів інкубування на середовищі з додаванням 

лактози. Для фібринази S. spiroverticillatus найвищий рівень синтезу також відмічається після 

6 днів інкубування, але на середовищі з додаванням крохмалю її активність складає 130 од/мл 

[30]. Фібринолітичний ензим також здатен синтезувати грибний продуцент Fusarium sp. BLB, 

виділений з листя рослини Hibiscus [63].

Фібринолітичні ензими також було виявлено у бактерій, які існують в екстремальних умо-

вах. Так, фібринолітичну активність 51,80 од/мл виявлено у Arthrobacter aurescens DR-536, 

виділеного зі змерзлого ґрунту на висоті 4300 м над рівнем моря в Тибетській Автономній 

провінції Цинхай. Фібринолітичний ензим із цього мікроорганізму здатний був не тільки 

розщеплювати тромби in vitro, але й гідролізувати кров’яний агар [67].

Але найбільш розповсюдженими продуцентами фібринолітичних пептидаз є бацили, які 

виділяють з ґрунту, прісної й морської води, а також з рослин. Для циклу розвитку бацил ха-

рактерний синтез великої кількості ензимів на початку стаціонарної фази росту, в тому числі 

й пептидаз. Встановлено, що спороутворення в них починається наприкінці логарифмічної та 

на початку стаціонарної фази росту. Цей період називається перехідним, під час якого клітина 

готується до споруляції. Протягом наступних стадій клітина продовжує синтезувати пепти-

дази та інші ензими, необхідні для життєдіяльності та формування спорової оболонки [2]. 

Наприклад, біосинтез лужної пептидази B. cereus і B. polymyxa  розпочинається одночасно з 

початком логарифмічної фази росту, а максимальна активність спостерігається у фазі відми-

рання і на початку споруляції [45].

Знайдено, що у представників роду Bacillus позаклітинні пептидази синтезуються в ци-

топлазмі як препроензим і перетворюється в зрілий ензим вже ззовні клітини завдяки авто-

процесінгу, обумовленому обмеженим протеолізом. Крім того, вивчення активації різних ен-

зимів та їх преензимних форм показує, що пептидази мають чітку роль в посттранслокаційній 

активації різних секреторних ферментів [58]. 

Фібринолітичні ензими також було виявлено у бацил, виділених з ферментованої їжі, та-

кої, як японське Nattо, Tofuyo, корейський соєвий соус Chungkook-Jang (Korean Chungkook-

Jang soy sauce), їстівний медовий гриб (edible honey mushroom), ферментована креветкова 

паста (fermented shrimp paste) [28]. З традиційної китайської їжі Douchi також був виділений 

штам DC-4, який проявляв фібринолітичну активність. Порівняльний 16S-23S рРНК сиквенс-

аналіз показав найбільшу подібність його до штаму B. cereus ATCC14579. Оптимальною тем-

пературою і рН для дії фібринолітичної пептидази є 45 °С і 7,5, відповідно. Ензим здатний 

безпосередньо розщеплювати фібрин, але не активує перетворення плазміногену в плазмін і 

не гідролізує клітини крові [51].

З B. amyloliquefaciens LSSE-62, знайденого в соєвій пасті, була виділена фібринолітична 

пептидаза [70]. Аналіз амінокислотної і нуклеотидної послідовності показав, що цей ензим 

ідентичний субтилізину DJ-4. Інший фермент BSN1, названий наттокіназою, було виділено з 

культуральної надосадової рідини B. subtilis TKU007, який вирощували на лушпинні креве-

ток як єдиному джерелі вуглецю та азоту [69].
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Виявлено, що деякі екзотоксини також можуть проявляти фібринолітичну активність. На-

приклад, штами B. cereus NCIM-2156 і B. licheniformis NCIM-5343 [61], які можуть викликати 

харчові отруєння, здатні синтезувати екзотоксини, які проявлять фосфоліполітичну, казеї-

нолітичну, а також фібринолітичну активність. Також, відомо [18], що бактерії здатні синте-

зувати рецептори для плазміногену, який перетворюється в плазмін шляхом протеолізу сами-

ми рецепторами або активаторами організму-хазяїна. Деякі з цих пептидазозалежних шляхів 

можуть бути використані бактеріями для забезпечення власного росту та розповсюдження в 

межах організму хазяїна. 

Таким чином, фібринолітичні пептидази виявлено та ідентифіковано з різних мікроор-

ганізмів, які можуть бути важливими для життєдіяльності.

Підвищення біосинтезу фібринолітичних пептидаз бацил. Для підвищення біосин-

тезу фібринолітичних пептидаз використовують різні методи, включаючи як оптимізацію 

умов культивування, так і генетичні методи. Зважаючи на значну практичну роль пептидаз, 

з’явилася потреба в отриманні високоефективних штамів-продуцентів, здатних синтезува-

ти пептидази різної специфічності. Різна локалізація в клітині та особливості секреції ен-

зимів визначають вибір методів підвищення їх біосинтезу. Рівень продукції зовнішньоклі-

тинних пептидаз залежить від різних факторів, зокрема, від складу поживного середовища. 

Тому важливою умовою для максимальної продукції фібринолітичних ензимів є правильно 

підібраний компонентний склад середовища культивування. Оскільки для різних мікроор-

ганізмів притаманні неоднакові фізіологічні властивості, оптимізацію харчових потреб і умов 

культивування для росту клітин і біосинтезу фібринолітичних ензимів необхідно проводити 

безпосередньо для кожного мікроорганізму окремо. 

Дослідження показали, що на продукцію пептидаз бацилами впливають хімічні (джерела 

вуглецю, азоту та мінерального живлення) та фізичні (рН, температура, аерація, об’єм сере-

довища тощо) фактори культивування. Хімічні параметри включають джерела азоту, вуглецю 

та іонний склад середовища. Для створення найбільш оптимального середовища для підви-

щеного синтезу фібринолітичних ензимів зазвичай використовують найбільш легко доступні 

джерела азоту, вуглецю, а також мінеральних сполук. Так, для збільшення синтезу фібринолі-

тичної серинової пептидази з B. amyloliquefaciens An6 успішно застосовують такий складний 

органічний субстрат як порошок кореню Mirabilis jalapa, який використовують як джерело 

азоту, вуглецю і мінеральних солей [16]. Деякі дослідники, в свою чергу, застосовують такі 

білкові відходи від харчової промисловості, як залишки соєвого сиру (SCR) і зерен кукурудзи 

(WDG) [75]. Виявлено, що B. cereus NCIM-2156 при культивуванні на простих субстратах, 

таких як порошкове зняте молоко і емульсія яєчного жовтка, здатен синтезувати ензими з 

протеолітичною і фосфоліполіпазною активністю, а на кров’яних згустках – з фібринолітич-

ною активністю [61]. Інший штам B. cereus NK1, який був виділений з ґрунту, здатний був 

синтезувати фібринолітичну пептидазу. Для збільшення її біосинтезу культуру вирощували 

на оптимізованому середовищі, до складу якого входять такі компоненти: глюкоза – 0,5 %, 

соєве борошно – 0,5 %, CaCl
2
 – 0,5 %, MgSO

4
 – 0,2 % [26].

Крім поживних факторів, на синтез пептидаз впливає також концентрація інокулюму, ае-

рація, температура, рН та час культивування. Так, при оптимізації умов вирощування B. cereus 

146 максимальний біосинтез пептидази спостерігався після 48 год культивування при 37°С, зі 

швидкістю перемішування качалки 170 об/хв і 4 % (v/v) інокулюму. Найкращими джерелами 

вуглецю і азоту були глюкоза і м’ясний екстракт, відповідно. Крім того, найбільш ефективни-

ми джерелами органічного азоту виявились сечовина і лізин. При додаванні іонів Mn2+ в сере-

довище культивування збільшувався рівень протеолітичної активності B. cereus 146 протягом 

24 год вирощування. Додавання іонів Ca2+, Cu2+ і Mg2+ підвищувало рівень синтезу пептидази 

тільки після 48 год інкубування [60].

Хоча традиційна оптимізація є простою і легкою, проте іноді не вдається знайти опти-

мальний склад середовища, тому що не завжди береться до уваги вплив всіх значущих фак-

торів. Автори [27], використовуючи статистичні методи факторного експерименту, виявили, 

що для збільшеного синтезу наттокінази, виділеної з B. subtilis, найбільш значущим фактором 

виявився пептон. Оптимізоване поживне середовище містило (%): глюкозу – 1, пептон – 5,5, 

MgSO
4
 – 0,2 і CaCl

2
 – 0,5, що дозволило в 2 рази збільшити синтез фібринолітичного ензиму. 
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В останні роки більшість дослідників при оптимізації з постановкою факторного дослі-

ду користуються планами Плакетта – Бермана (матриця Адамара), якщо необхідно відсіяти 

велику кількість факторів, які можуть бути потенційно не важливими [43]. Один із способів 

планування такого досліду полягає в змішуванні всіх взаємодіючих факторів з головними 

факторами. Так, наприклад, Rym A. та інш. [57], використовуючи ключові компоненти і умови 

культивування за планами Плакетта – Бермана для підвищення синтезу фібринолітичного ен-

зиму з морської бактерії B. subtilis A26, запропонували поживне середовище, до складу якого 

входили (г/л): очищені зерна пшениці – 40, казеїновий пептон – 3,53, CaCl
2
 – 4,0, NaCl – 3,99, 

MgSO
4
 – 0,01, KH

2
PO

4
 – 0,01, а також наступні умови культивування: рН 7,8, температура 

37 °С, швидкість обертання качалок 200 об/хв. Тісний взаємозв'язок між теоретично перед-

баченими та експериментально отриманими значеннями показують обґрунтованість і прий-

нятність статистичної моделі для оптимізації умов культивування, що дозволяє максимально 

збільшити біосинтез фібринолітичного ензиму.

В останні роки широкого застосування набули методи генної інженерії. Для збільшення 

продукції ферментів використовують направлений мутагенез і технологію рекомбінантних 

ДНК. В комбінації зі скринінговими методами відбору мутантних штамів також використо-

вується спонтанний мутагенез. Було показано [3] збільшення в два рази активності фібри-

нолітичного ферменту шляхом спонтанного мутагенезу in vitro, додаючи етилметансульфо-

нат (EMS).

В молекулярній біології широко використовують представників B. subtilis, в яких екс-

пресуються чужерідні білки з фармакологічними властивостями. Прийнятними властивос-

тями для нього є непатогенність і здатність секретувати функціональні білки в культуральне 

середовище. Розробка методів клонування генів в клітинах Bacillus дозволила перевести на 

новий рівень молекулярно-генетичні дослідження цих бактерій. Таким чином, став можли-

вий інший підхід до оптимізації експресії сторонніх генів в клітинах бактерій роду Bacillus. 

Досліджуваний структурний ген з’єднують з синтетичним фрагментом ДНК, що кодує ді-

лянку зв’язування рибосом, специфічним для бацил. Таку конструкцію можна ставити під 

контроль різних промоторів. В складі геному бацил є різні гени, які діють на певних стадіях 

клітинного розвитку. Це дозволяє досліднику використовувати промотори, які будуть вклю-

чати експресію стороннього гена в потрібній фазі клітинного циклу. Збираючи блоки з 2-3 

різних промоторів із різною системою репресії-індукції, можна регулювати експресію необ-

хідного гену і, таким чином, забезпечувати надсинтез закодованого білка. Так [3], субтилі-

зин DFE активно експресується в дефектному за синтезом протеаз штамі B. subtilis WB600. 

Вставка промотору гена субтилізина DFE замість гена α-амілази в B. amyloliquefaciens DC-4 

дала змогу підвищити фібринолітичну активність з 80 до 200 од/мл. З геномної ДНК іншо-

го штаму B. amyloliquefaciens CH86-1 дослідники [44] виділили і клонували ген, який кодує 

секрецію фібринолітичного ензиму. Сиквенс ДНК показав, що цей ген aprE86-1 відповідає 

за синтез безпосередньо зрілого білка, який містить 275 амінокислотних залишки. Внесення 

гену aprE86-1 в B. subtilis призвело до синтезу ним фібринолітичної пептидази, молекулярна 

маса якої складала 27 кДа. Фібринолітична активність пептидази трансформованої клітини 

B. subtilis була вищою, ніж в B. amyloliquefaciens CH86-1. 

Сиквенс-аналізом гену, який кодує фібринолітичний ензим штаму B. amyloliquefaciens 

CH51, встановлено наявність 1149-bp відкритої рамки зчитування, що кодує 382 амінокислот-

ні залишки [39]. Використовуючи Escherichia coli–B. subtilis вектор pSUGV4, фібринолітич-

ний ензим було активно експресовано в штам B. subtilis WB600, який не був здатний синте-

зувати пептидазу. В результаті було отримано фібринолітичний ензим, біохімічні властивості 

якого збігалися з біохімічними властивостями в оригінальному субтилізині DFE, виділеного 

з донорного штаму. Молекулярна маса експресованого ензиму складала близько 28 кДa і його 

можна віднести до групи серинових пептидаз.

Виділення гену bsf1, який кодує субтилізин BSF1 штаму B. subtilis A26, та його сиквенс 

виявило, що до складу цього гену входить 1146-bp відкрита рамка зчитування, що кодує пре-

пропротеїн з 381 амінокислотного залишку. Цей білок складається із сигнального пептиду 

(29 амінокислотних залишків), про-пептиду (77 амінокислотних залишків) і зрілого домену 

(275 амінокислотних залишків). Результати сиквенсу показали, що склад амінокислот зрілого 
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ензиму (BSF1) відрізняється від складу амінокислот наттокінази B. subtilis natto і субтилізину 

DFE B. amyloliquefaciens DC-4 на 5 і 39 амінокислотних залишків, відповідно [15].

Під час експресії у E. coli генів наттокінази (NK) і субтилізину DFE рекомбінантні білки 

формують нерозчинні агрегати без ензиматичної активності [53]. Однак, є дані про успіш-

ну експресію NK і субтилізину DFE у E. coli. [23]. Ці роботи основані на припущенні, що 

позаклітинні протеази (субтилізини) з бактерій роду Bacillus синтезуються як пре-проензими, 

які можуть функціонувати як внутрішньомолекулярні шаперони, що сприяють коректному 

формуванню домена протеаз [37]. Було показано, що субтилізин DFE має високу експресію в 

E. сoli BL21(DE3)- як гібридний білок Trx-просубтилізин DFE через експресію вектора pET32a, 

і що висока фібринолітична активність виявляється і в розчинній фракції, і в нерозчинній, 

після ренатурації останньої in vitro [53]. Більше того, розчинні білки легко очищувалися і 

переводилися шляхом гель-фільтрації на колонці в активну форму.

Таким чином, аналіз даних літератури свідчить про можливість підвищення 

фібринолітичної активності штамів Bacillus як оптимізацією умов культивування, так і 

методами генетичної інженерії.

Методи виділення і очищення фібринолітичних пептидаз бацил. Велика кількість 

складних і тонких методів дозволяє отримувати з культуральних рідин штамів-продуцентів 

очищенні ферменти як в гомогенному, так і кристалічному стані. На першому етапі 

очищення екстрацелюлярні пептидази концентрують шляхом осадження з культуральної 

рідини, звільненої від клітин, додаванням сульфату амонію, етанолу, ацетону, ізопропанолу 

тощо. Проте, залежно від виду осаджувача вихід ензиму відрізняється. Для виділення 

фібринолітичних ензимів частіше застосовують осадження сульфатом амонію. Так, на 

прикладі ферментного препарату наттокінази B. subtilis Natto B-12 було показано, що 

фібринолітичний ензим найкращим чином осаджується при використанні 30-60 % насичення 

супернатанту культуральної рідини сульфатом амонію [65], що приводить до очищення в 

2,3 рази, вихід ферменту становить 51,2 %.

Більш повне очищення можливе за допомогою таких методів розділення, як гель-

фільтрація та іонообмінна хроматографія на різноманітних полімерних носіях (сефадекс, КМ- 

і DEAE-целюлоза, тощо). За допомогою іонообмінної хроматографіїї на КМ-целюлозі, ВЖХ 

на колонці Mono S, з наступною рехроматографією з рекомбінантного штаму B. subtilis AJ 73 

були виділені 2 фракції субтилізиноподібної пептидази з виходом за активністю 9,48 % – для 

раннього ензиму і 16,67 % – для пізнього ензиму [9].

При очищенні наттокінази B. subtilis Natto B-12 Wang С. зі співав. [65] вдалося в 2,3 рази 

збільшити фібринолітичну активність після осадження сульфатом амонію, в 22,7 рази після 

гель-фільтрації на Sephadex G-75 і, нарешті, в 56,1 рази – при використанні Phenyl-Sepharose 

Fast Flow, таким чином, збільшивши вихід ензиму до 43,2 %.

Очищення фібринолітичного ензиму зі штаму B. polymyxa NRC-A автори [46] здійснили 

за допомогою осадження сульфатом амонію 80 % насичення, іонообмінною хроматографією 

на DEAE-Sepharose і гель-фільтрацією на Sephacryl S-200. Це дало змогу в 8,66 рази очистити 

ензим і досягти 6,68 % виходу.
За допомогою хроматографічних методів, включаючи гель-фільтрацію на колонках з 

DEAE Sephadex A-50 і Sephadex G-50, був очищений фібринолітичний ензим з B. subtilis 
Al. За результатами SDS-PAGE виділений білок представляв собою мономерну субодиницю 
з молекулярною масою 28 кДа. Фібринолітичну активність було збільшено в 16,32 рази 
порівняно з неочищеним ензимним препаратом [72].

Властивості фібринолітичних пептидаз  ! " # $ $ % &  (наведені в таблиці). Показано, що 
молекулярна маса фібринолітичних пептидаз Bacillus коливається в межах від 18 до 46 кДа. 
Молекулярна маса очищеного ензиму BSN1 B. subtilis TKU007, визначена методами SDS-
PAGE і гель-фільтрацією на Sephadex G-100, становила 28-30 кДа [69]. 

Фібринолітична активність залежить від умов навколишнього середовища. Найбільш оп-
тимальним для дії фібринолітичних пептидаз є лужне середовище рН 8,0-10,0 і температу-
ра 30-60 °С. Наприклад, для наттокінази B. subtilis Natto B-12 оптимальне рН складає 8,0. 
Показано [65], що 80 % фібринолітичної активності залишається при витримуванні ензиму 
протягом 1 год при 50 ºС, 70 % – протягом 40 хв при 60 ºС і повністю втрачається протягом 

60 хв при 60 ºС.
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За допомогою зимографії на фібриновому гелі з B. subtilis A26 було виділено і ідентифіко-

вано три фібринолітичні ензими, які проявляли максимальну активність при рН 8,0 і темпе-

ратурі 60°С [14]. Оптимум рН очищеної фібринолітичної пептидази B. polymyxa NRC-A, ізо-

льованої з ґрунту, складає 8,5 [46], а при рН 9,0 залишається близько 40 % активності. Ензим 

стабільний при рН 8,5 і температурі 40 °С, але втрачає 60 % активності вже при 60 °С.

Крім цього, відомі ще й фібринолітичні ензими з оптимальними значеннями рН, які зна-

ходяться в нейтральному і слабокислому діапазоні. Наприклад, фібринолітична пептидаза 

B. amyloliquefaciens CH51, виділена з традиційної корейської ферментованої соєвої їжі, має 

рН-оптимум активності при 6,0 [39]. Bacillus sp. nov. SK006, ізольований з ферментованої 

креветкової пасти, синтезує нейтральну пептидазу з оптимумом рН 7,2 [34]. Визначення за-

лишкової активності фібринолітичних пептидаз бацил після витримки їх розчинів протягом 

деякого часу за певних рН і температури показало, що вони здатні зберігати стабільність в 

межах рН 5-12 і температурі 10-75 °С.

На ензим можуть впливати не тільки рН і температура, але і іони оточуючого середовища. 

Мікроелементи можуть входити до складу біорегуляторів живих систем, в основі яких лежать 

біокомплекси. Відомо, що іони металів в ензимах виконують ряд функцій: виступають в ролі 

електрофільної групи активного центру ферменту і полегшують взаємодію з негативно заряд-

женими ділянками молекул субстрату, формують каталітично активну конформацію струк-

тури ензиму, беруть участь в транспорті електронів. За даними літератури інгібуючий вплив 

Cu2+ відомий для фібринолітичних ензимів Bacillus sp. nov. SK006, B. amyloliquefaciens CH51 

і B. subtilis Natto B-12 [34, 39, 65]. Ba2+ як активатор здатен впливати на наттокіназу B. subtilis 

YJ1 і металопептидазу B. subtilis K42 [32, 73]. Са2+ найчастіше виступає в ролі стабілізатора, 

наприклад, як показано для фібринолітичних пептидаз B. amyloliquefaciens CH51 і B. subtilis 

K42 [32, 39].

Вивчення впливу інгібіторів на активність ензимів свідчить про їх важливу роль при до-

слідженні механізму дії та структури ензимів. Показано (табл.), що зазвичай фібринолітичні 

ензими інгібуються такими реагентами: фенілметилсульфонілфторидом (ФМСФ), етилендіа-

мінтетраацетатом натрію (ЕДTA), пара-хлормеркурібензоатом (п-ХМБ), о-фенантроліном, N-

бромосукцинімідом (НБС), N-етил-5-фенілізоксазоліум-3’-сульфонатом (ЕФС). Інгібуючий 

вплив ЕДTA на фібринолітичну активність пептидази може свідчити про наявність в молекулі 

ензиму іону металу, як це показано для наттокінази B. subtilis YJ1 і фібринолітичного ензиму 

B. amyloliquefaciens CH51[39, 73]. Більшість фібринолітичних пептидаз бацил належить до 

групи пептидаз серинового типу, оскільки ФМСФ є інгібітором майже всіх серинових пеп-

тидаз з трипсиноподібною специфічністю і ковалентно зв’язується з гістидіном або серином 

активного їх центру.

Субстратна специфічність фібринолітичних пептидаз і методи визначення фібри-

нолітичної активності. Для фібринолітичних пептидаз представників роду Bacillus харак-

терна специфічність як до природних, так і до синтетичних субстратів. Слід розрізняти спе-

цифічну дію цих ензимів, яка показана щодо таких природних субстратів як фібрин, фібри-

ноген, гемоглобін, і неспецифічну дію щодо казеїну, еластину, муцину і желатини. Так, було 

виявлено, що фібринолітичний ензим, виділений з B. licheniformis KJ-31 [36], є специфічним 

до білків, які беруть участь у згортанні крові, фібрину і фібриногену, але не деградує казеїн, 

бичачий сироватковий альбумін. 

Для вивчення субстратної специфічності гідролітичних ферментів більше як 70 років за-

стосовуються хромогенні субстрати. Перевагами цих субстратів є їх доступність, висока чут-

ливість методів з їх використанням, а також можливість застосування недорогого обладнання 

– спектрофотометрів і фотоколориметрів – для контролю процесу ферментативного гідролізу. 

Використання високо селективних пептидних хромогенних субстратів дозволяє ефективно 

вивчати окремі пептидази в суміші з іншими ферментами. Також субстратний аналіз є потуж-

ним знаряддям для вивчення тонкої будови активних центрів ензимів [4]. Синтетичний суб-

страт представляє собою короткий пептид (3-10 амінокислот), до якого через ефірний зв’язок 

приєднана хромогенна група (наприклад, пара-нітроанілід (pNA), 4-метилкумарил-7-амід 

(АМС)). Під дією пептидази хромогенна група відщеплюється, що приводить до розвитку 

забарвлення реакційної суміші. Кінцева концентрація вільної хромогенної групи пропорцій-
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на активності пептидази і визначається за збільшенням поглинання при 405 нм [1]. Загальна 

формула синтетичних субстратів має наступний вигляд:

Y-P
3
-P

2
-P

1
-X, де

X – хромогенна група;

Y – захисні бензилоксикарбонільна, піроглютамільна або сукцинільна групи (CH
3
SO

2
 – 

метилсульфоніл, HHT – циклогексилтирозин [гексагідротирозин], Pyr – L-пірогютаміно-

ва кислота [(S)-пірролідон -(5)-карбонова кислота], CHG – циклогексилгліцин, Succinyl – 

сукциніл, Benzoyl – бензоїл)

P
1
 – амінокислота, яка відповідає зоні S1 в центрі зв’язування субстрату (первинна спе-

цифічність);

P
2
, P

3
 – задовольняють потребам вторинної специфічності пептидази.

Для визначення фібринолітичної активності в різних роботах [1, 22, 50, 51, 66] застосо-

вують такі синтетичні субстрати: CH
3
SO

2
-D-HHT-Gly-Arg-pNA, Pyr-CHG-Arg-AMC (показує 

специфічність досліджуваного ензиму, що характерна для t-PA), Ala-Gly-Arg-pNA, Ala-Gly-

Arg-AMC (специфічність u-PA), N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-рNA (субтилізин- і хімотрипсин-

подібна специфічність), Ala-HHT-Lys-pNA, N-Benzoyl-Val-Gly-Arg-рNA, D-Val-Leu-Lys-pNA і 

H-D-Val-Leu-Lys-pNA (плазмінподібна специфічність).

Показано, що фібринолітичний ензим B. subtilis IMR-NK1 здатен проявляти активність 

щодо таких природних субстратів як фібрин, фібриноген, казеїн, гемоглобін та еластин і не-

значну активність до муцину і желатину. Щодо синтетичних субстратів, то цей ензим прояв-

ляє активність до N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA – 16,8 од/мл; N-benzoyl-Val-Gly-Arg-pNA – 

7,1 од/мл; Н-D-Val-Leu-Lys-pNA – 1,7 од/мл [22]. 

Застосовуючи хромогенний субстрат H-D-Val-Leu-Lys-pNA, було виявлено [62], що фібри-

нолітичний фермент ензамін B. subtilis AK здатний прискорювати дію плазміну на тромб 

за рахунок збільшення вивільнення тканинного плазміногенного активатора t-PA від ендо-

теліальних клітин, як in vitro, так і in vivo. 

B. subtilis DC33, виділений з традиційної китайської їжі Ba-bao Douchi, синтезує фібри-

нолітичний ензим субтилізин FS33, здатний проявляти високу аффінність до синтетичного 

субстрату N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, а також активно розщеплює Bβ-ланцюг і Aα-

ланцюг фібриногену. Крім того, він діє на тромболітичні фактори крові, а саме плазміноген, 

урокіназу, тромбін, калікреїн. Таким чином, субтилізин FS33 здатен деградувати фібринові 

згустки за двома шляхами, як утворенням активного плазміну з плазміногену, так і здійснення 

прямого фібринолізу [66].

Для визначення фібринолітичної активності пептидаз, виділених з мікроорганізмів най-

більш розповсюдженими на сьогодні є декілька методів. 

Визначення ступеня гідролізу нативного фібрину [47]. Отримують фібриновий згусток 

шляхом інкубування розчину фібриногену з розчином тромбіну в пробірках при 37 °С протя-

гом 10 хв. Додають розчин досліджуваної пептидази і витримують реакційну суміш 10-30 хв 

при 37 °С. Ступінь гідролізу визначають спектрофотометрично при довжині хвилі 275 нм. 

За одиницю активності беруть таку кількість ензиму, яка необхідна для збільшення оптичної 

щільності на 0,01 при 275 нм за 1 хв реакції.

Визначення активності фібринолітичної пептидази за діаметром зон лізису або за часом 

лізису фібринового тромбу [8, 62]. Цей метод можна використовувати як для якісної оцінки – в 

пробірках, так і для кількісної – в чашках Петрі. При проведенні лізису в пробірках оцінюють 

час гідролізу згустку. В чашках Петрі вимірюють діаметр зон просвітлення після 18 год інку-

бування при 37 °С.

Метод фібрин-агарових чашок [38, 73] схожий з попереднім методом, але відрізняється 

додаванням 1,4 % агару до фібринового згустку.

Фібринова зимографія [25, 76]. Це простий, чутливий, придатний для кількісного визна-

чення метод, який застосовується для аналізу протеолітичної активності. Метод був введений 

в 1980 році [24, 33]. Це електрофоретична технологія, яка включає субстратну сополімериза-

цію субстрату з поліакриламідним гелем, для виявлення ензиматичної активності. Найбільш 

часто використовують такі білкові субстрати, як желатина, казеїн, фібрин. В роботах [24, 41] 

було застосовано фібриноген і тромбін, включені в SDS-поліакриламідний гель. Цей метод 

не потребує великих затрат. Крім того, може бути визначена молекулярна маса досліджуваної 

пептидази та її кількість. Також можливо визначити тип досліджуваної пептидази при вико-

ристанні специфічних інгібіторів пептидаз.
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Визначення активності з використанням хромогенних субстратів. Частіше за всього вико-

ристовують синтетичний трипептид H-D-Val-Leu-Lys-pNA. Одна одиниця активності дорів-

нює кількості ензиму, необхідного для вивільнення 1 нмоль пара-нітроаніліду (pNA) за 1 хв 

реакції. 

Практичне застосування. Мікробні фібринолітичні ензими привертають все більшу ува-

гу вчених як агенти тромболітичної терапії, завдяки термостабільності, відсутності небажа-

них ефектів після їх введення, а також меншими витратами на виробництво [28]. Відомо, що 

багато проблем в клінічній практиці сьогодні пов’язані з утворенням тромбів. Зазвичай серце-

во-судинні захворювання, такі як інфаркт міокарда, інсульт, фібриляція передсердя і зупинка 

серця асоціюються з тромбоутворенням. Для вирішення таких проблем на практиці застосо-

вують тромболітичні (фібринолітичні) агенти, які лізують тромб, або такі, що опосередко-

вано впливають на фібринолітичні шляхи макроорганізму, проявляючи плазміногенподібну 

активність [42]. В медичній практиці використовують тромболітичні агенти, отримані безпо-

середньо з культуральної рідини бактерій (стрептокіназа, серратіопептидаза), або отримані 

на основі використання рекомбінантної ДНК (рекомбінантний тканинний активатор плазмі-

ногену) [20]. Також широкого застосування набувають іммобілізовані фібринолітичні ензи-

ми. Іммобілізація дозволяє змінювати фармакокінетику ензиму в організмі: подовжувати або 

прискорювати вивільнення з лікарської форми, підсилюючи терапевтичну дію, а також забез-

печувати направлену доставку до органу-мішені та знижувати токсичний і побічний вплив. В 

основі іммобілізації знаходяться фізичні або хімічні взаємодії між діючою речовиною і носієм 

[59]. Зокрема, на основі іммобілізованих на різних пластмасах, в тому числі і на поліетилені, 

фібринолітичних ензимів було створено катетери для кровоносних судин, які самоочищають-

ся від відкладень фібрину [7]. 

На основі стрептокінази, іммобілізованої шляхом її нанесення на водорозчинну полісаха-

ридну матрицю, створено лікарський препарат стрептодеказу. Іммобілізація дає їй змогу три-

валий час циркулювати в крові, тим самим здійснюючи пролонговану фібринолітичну дію.

Іммобілізація очищеного фібринолітичного ензиму B. subtilis CIR110 на пористій целюлозі 

методом N-гідроксисукцинімідної активації показала збереження казеїнолітичної і фібринолі-

тичної активності [59]. Таким чином, іммобілізовані фібринолітичні пептидази застосовують 

для виготовлення антитромбогенних біоматеріалів для використання в медичних приладах і 

штучних органах, а також як тромболітичні препарати.

Крім того, фібринолітичні пептидази, виділені з бактерій, можна застосовувати в харчовій 

промисловості в складі харчових добавок, які використовуються в даний час при захворюван-

нях серця. Тому їх використання може ефективно запобігати серцево-судинним захворюван-

ням [49].

Рис. 4. Деградація плями крові пептидазою з фібринолітичною дією ' ( ) * + + , - RV.B2.90 [64]
Мікробні фібринолітичні ензими також можуть бути використані для виробництва ми-

ючих засобів. Показана висока ефективність пептидаз з фібринолітичною активністю в до-

слідах із видалення плям крові з тканин. Це дає змогу використовувати ці ензими у вигляді 

порошку або розчину в миючих засобах. Так (рис. 4), при використанні пептидази з фібри-

нолітичною активністю з Bacillus RV.B2.90 ефективність прання з детергентами при 37 °C 

значно підвищується при додаванні ензиму (200 од/мл) [64].

Інкубація ензиму B. circulans, зі зразками бавовняної тканини, забруднених плямами 

крові, показали видалення плям без використання будь-яких детергентів протягом 30 хви-

лин. Оптимум активності цього ензиму спостерігався при рН 11,0 і 70 °C [54]. Використання 

пептидази B. mojavensis A21, в якої оптимум активності при рН 8,0-11,0 і температурі 60 °C, 

також дає змогу знімати плями крові з забруднених тканин [31]. 
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Таким чином, фібринолітичні пептидази бацил, активні в широкому діапазоні значень рН 

і температури, мають нові можливості для застосування в фармакології, діагностиці, клініці 

для запобігання розвитку та лікування тромбозів та інших споріднених захворювань. Висока 

стабільність до дії різних детергентів і органічних розчинників дає змогу для використання 

мікробних фібринолітичних ензимів в складі миючих засобів. . / 0 / . 1 2 3 4 5 6 7 8 9 : / ; / < 8 = > 4 ? @ 9 A / B / ; 8 C D 8 E > =
Институт микробиологии и вирусологии им. Д.К. Заболотного НАН Украины, Киев

ФИБРИНОЛИТИЧЕСКИЕ ПЕПТИДАЗЫ F G H I J J K L
Фибринолитические ферменты – это пептидазы, которые относятся к классу гидролитических фер-

ментов, способные расщеплять нерастворимый фибрин. В обзоре представлены фибринолитические 

пептидазы бактерий рода Bacillus. Рассмотрены методы повышения биосинтеза этих ферментов, опреде-

ления их активности, выделения и очистки. Фибринолитические пептидазы бацилл относят к серино- и 

металлопептидазам. Они способны гидролизовать как природные субстраты (фибрин, фибриноген, ге-

моглобин), так синтетические. Высокая стабильность этих ферментов в широком диапазоне значений рН 

(5-12) и температуры (10-75 °С) позволяет использовать их в фармакологии, медицине для предотвраще-

ния развития и лечения сердечно-сосудистых заболеваний. 

К л ю ч е в ы е    с л о в а: фибринолитическая пептидаза, Bacillus, субстратная специфичность, лече-

ние сердечно-сосудистых заболеваний.
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FIBRINOLYTIC PEPTIDASES OF F G H I J J K L
S u m m a r y

The fibrinolytic enzymes are peptidases, which belong to the class of hydrolytic enzymes. They are able to 

dissolve the insoluble fіbrin. This review presents the fibrinolytic peptidases of Bacillus. The methods of increas-

ing biosynthesis of these enzymes, determination of their activity, isolation and purification have been observed. 

The fibrinolytic peptidases of Bacillus are serine- and metallopeptidases. Its can hydrolyze both the natural sub-

strates (fibrin, fibrinogen and hemoglobin) and synthetic substrates. The high stability of these enzymes in a wide 

range of pH (5-12) and temperature (10-75 °C) permits using them in pharmacology, medicine for the prevention 

and treatment of cardiovascular diseases. 

The paper is presented in Ukrainian.
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