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Протеин С является одним из главных компо�
нентов антикоагулянтной системы человека. В ре�
зультате ограниченного протеолиза под воздей�
ствием комплекса тромбин–тромбомодулин этот
белок превращается в свою активную форму – ак�
тивированный протеин С, который играет важную
роль в контроле тромбообразования, блокировании
воспаления и ингибировании апоптоза, изменяет
профиль экспрессии генов в эндотелиальных клет�
ках [1–3]. Недостаточность содержания протеина С
в плазме крови приводит к риску возникновения
тромбоэмболических осложнений. Для определе�
ния концентрации этого белка в плазме были разра�
ботаны диагностические препараты, в состав кото�
рых входят протеиназы – активаторы протеина С,
выделенные из яда змеи щитомордника Agkistrodon
contortrix contortrix [4, 5].

Ранее была установлена способность внекле�
точных протеиназ, образуемых рядом штаммов
микромицета Aspergillus ochraceus, активировать
протеин С плазмы крови человека [6], что делает
их перспективными альтернативными источни�
ками для получения активаторов протеина С. 

Образование протеолитических ферментов ми�
целиальными грибами зависит от способа культи�
вирования. Одним из перспективных способов
культивирования микромицетов – продуцентов
внеклеточных ферментов является твердофазное
культивирование (ТФК) на твердых увлажненных
и влагоемких субстратах (отрубях, жмыхах) или же

на инертных носителях (пенополиуретан, перлит и
др.) с добавлением питательной среды [7–9]. Та�
кой способ в отличие от глубинного культивиро�
вания имитирует естественные физиологические
условия для роста грибов. По сравнению с глу�
бинным культивированием, при ТФК мицели�
альных грибов, наблюдается более высокий вы�
ход ферментов в связи с различиями в экспрессии
генов, ответственных за синтез внеклеточных
ферментов, а также отличия в физико�химиче�
ских, кинетических и структурных свойствах сек�
ретируемых белков [10, 11]. 

Представители A. ochraceus образуют внекле�
точные ферменты, активные в отношении белков
системы гемостаза, а именно протеиназы с фиб�
ринолитической, коагулазной и антикоагулянт�
ной активностями [12, 13]. Важным фактором,
определяющим максимальное образование вне�
клеточных протеолитических ферментов мице�
лиальными грибами, являются источники азота в
составе питательной среды [14–17]. Особый ин�
терес представляет подбор среды с таким источ�
ником азота, на которой штамм проявляет макси�
мальную активаторную к протеину С активность
и минимальные значения других протеолитиче�
ских активностей или их отсутствие.

Цель работы – оптимизация условий образова�
ния протеиназ – активаторов протеина С микро�
мицетом A. ochraceus ВКМ F�4104D при глубин�
ном и твердофазном культивировании. 
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МЕТОДИКА

Объект исследования. Использовали штамм ми�
целиального микроскопического гриба A. ochraceus
ВКМ F�4104D, отобранный в ходе предыдущих ис�
следований как наиболее активный продуцент вне�
клеточных протеиназ – активаторов протеина С
[6]. Для получения посевного материала микроми�
цет выращивали в пробирках на скошенном сусло�
агаре в течение 7 сут при 25°C. 

Глубинное культивирование A. ochraceus ВКМ
F84104D. С поверхности культуры, выращенной
на скошенном сусло�агаре, делали смыв спор и
вносили в качалочную колбу емкостью 750 мл со
100 мл питательной среды, содержащей в каче�
стве источников углерода и азота сусло, глюкозу и
пептон [18]. Культивирование проводили на ор�
битальной качалке (200 об/мин) в течение 2 сут
при 28°C. Часть полученной биомассы переноси�
ли в ферментационные среды, отличающиеся ис�
точниками азота, в качестве которых были ис�
пользованы соевая мука, гидролизат рыбной му�
ки, пептон и нитрат натрия.

Исходной служила среда № 1, содержащая
(%): глюкозу – 3.5, крахмал – 1.0, соевую муку –
0.2, гидролизат рыбной муки – 0.5, пептон – 0.5,
NaCl – 0.2, KH2PO4 – 0.05, MgSO4 – 0.05 [5]. 

В среде № 2 единственным источником азота
был NaNO3 (0.5%), в средах № 3 и № 4 – пептон
или гидролизат рыбной муки, соответственно.

В среде № 5 из состава исходной среды № 1
была исключена соевая мука, а среда № 6 содер�
жала все компоненты среды № 1 и NaNO3 (0.5%). 

Исходное значение рН этих сред устанавлива�
ли на уровне 5.5.

Оптимальный срок культивирования штамма
A. ochraceus ВКМ F�4104D на вышеуказанных сре�
дах составлял 2 сут [6].

Оптимальные значения рН и температуры для
образования протеиназ – активаторов протеина С
определяли в диапазоне рН 3–9 (с интервалом че�
рез единицу) и при температурах культивирования
24, 28, 32 и 34°C на среде, на которой штамм прояв�
лял наибольшую активаторную к протеину С ак�
тивность.

Твердофазное культивирование A. ochraceus ВКМ
F84104D. В конические колбы объемом 250 мл вно�
сили пшеничные отруби или один из инертных но�
сителей – пенополиуретан (в виде кубиков разме�
ром 5.0 × 5.0 × 5.0 мм), перлит, силикагель и верми�
кулит, стерилизовали и добавляли стерильную
ферментационную среду, состав которой был ана�
логичен оптимальному составу для глубинного
культивирования штамма. Оптимальное соотно�
шение между количеством пшеничных отрубей
или носителей и добавляемой ферментационной
среды, как и продолжительность культивирова�
ния, определяли в предварительных эксперимен�

тах в зависимости от влагоемкости субстрата или
носителя. В опыте с пшеничными отрубями коли�
чество субстрата и объем вносимой ферментаци�
онной среды составили – 5 г и 15 мл, с пенополи�
уретаном – 2.5 г и 20 мл, с перлитом – 5 г и 15 мл, с
силикагелем – 10 г и 15 мл и вермикулитом – 5 г и
25 мл соответственно. Засев осуществляли 1 мл
споровой суспензии, полученной путем смыва
спор выращенной на сусло�агаре культуры. Куль�
тивирование A. ochraceus ВКМ F�4104D проводили
в стационарных условиях при 28°C. Для элюции
протеолитических ферментов использовали 0.05 М
трис�HCl�буфер, рН 8.2. В колбы с пшеничными
отрубями и с пенополиуретаном добавляли по 50 мл
буфера, с перлитом и с силикагелем – по 20 мл, с
вермикулитом – по 35 мл, после чего помещали на
орбитальную качалку (200 об/мин) на 60 мин. 

Биомассу определяли весовым методом, высу�
шивая ее при 86°C до постоянной массы и рас�
считывали в мг на мл ферментационной среды. В
случае ТФК биомассу рассчитывали как разницу
между весом высушенных биомассы с носителем
и самого носителя.

Получение препаратов внеклеточных протеиназ.
Препараты протеиназ культуральной жидкости
(КЖ) A. ochraceus ВКМ F�4104D, выращенного
глубинным или твердофазным способами, полу�
чали путем осаждения внеклеточных белков суль�
фатом аммония при 80%�ном насыщении. Оса�
док отделяли центрифугированием при 15000 g в
течение 20 мин при 4°C, растворяли в минималь�
ном объеме 0.01 М аммоний�ацетатного буфера,
рН 7.5, и диализовали в диализных мешках про�
тив этого же буфера при 4°C в течение 12 ч. Диа�
лизованный раствор белков центрифугировали в
тех же условиях для удаления нерастворимой ча�
сти осадка, замораживали в жидком азоте и лио�
фильно высушивали. Полученные препараты
хранили при –20°C.

Изоэлектрофокусирование препаратов протеи8
наз. Для разделения протеолитических фермен�
тов в полученных препаратах и изучения их каче�
ственного и количественного состава проводили
изоэлектрофокусирование по методу Вестерберга
при 4°C в градиенте рН амфолинов 3.5–10 и гра�
диенте плотности сахарозы 0–40% в колонке объе�
мом 110 мл фирмы “LKB” (Швеция) при напряже�
нии 800 В в течение 36 ч [29]. В колонку вносили по
20–25 мг белка каждого препарата. По окончании
изоэлектрофокусирования содержимое колонки
собирали по фракциям объемом 1.5 мл, в которых
определяли поглощение белка при 280 нм, рН и
протеолитическую активность.

Определение протеолитической активности. Ак�
тивность протеиназ A. ochraceus ВКМ F�4104D в
КЖ при глубинном культивировании и элюате по�
сле твердофазного культивирования определяли
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после предварительного отделения биомассы филь�
трованием. 

Общую протеолитическую активность опреде�
ляли модифицированным методом Ансона [19] и
выражали в мкмоль тирозина, образовавшегося в
течение 1 мин в 1 мл культуральной жидкости (Етир).

Активаторную к протеину С активность опре�
деляли по расщеплению хромогенного пептидно�
го субстрата пироглутамил�L�пролил�L�аргинил�
п�нитроанилида (pGlu�Pro�Arg�pNA), тромбино�
подобную активность – по расщеплению тозил�
L�глицил�L�пролил�L�аргинил�п�нитроанилида
(Tos�Gly�Pro�Arg�NA) как описано нами ранее
[6]. Измерение оптической плотности проводили
при 405 нм на спектрофотометре Hitachi 200�20
(Япония). За единицу активности (Е) принимали
количество мкмоль отщепившегося п�нитроани�
лина в 1 мл культуральной жидкости за 1 мин. В
случае твердофазного культивирования актив�
ность протеиназ рассчитывали по формуле EТФК =
= (А405(Vc + Vб)K)/Vc, где А405 – поглощение при
405 нм, Vc – объем среды, Vб – объем добавленно�
го для элюции буфера и K – коэффициент, рас�
считанный по калибровочной кривой.

Определение белка. Концентрацию белка
определяли по методу Брэдфорд и спектрофото�
метрически, измеряя поглощение при 280 нм. 

Электрофорез белков в ПААГ проводили по ме�
тоду Дэвиса в трис�глициновом буфере, рН 8.3
[21] с концентрацией акриламида в верхнем кон�
центрирующем геле 6.0% и в разделяющем ниж�
нем – 7.5%. Для прокраски гелей использовали
0.08%�ный раствор кумасси бриллиантового си�
него G�250 в 3.5%�ной хлорной кислоте [22]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты изучения влияния источников азо�
та на образование протеиназ штаммом A. ochra-
ceus ВКМ F�4104D при глубинном культивирова�
нии представлены на рис. 1. Активаторная к про�
теину С активность обнаружена на всех средах,
содержащих белковые субстраты. Общую протео�
литическую активность штамм проявлял как на
средах с белковыми, так и неорганическим источ�
ником азота, причем максимальных значений
она достигала на среде с нитратом натрия (среда
№ 2). Активаторная к протеину С активность у
штамма на этой среде, напротив, практически от�
сутствовала. Добавление к среде с нитратом на�
трия белковых субстратов индуцировало образо�
вание протеиназ – активаторов протеина С (среда
№ 6). Максимальное ее значение было отмечено
на среде № 5 с пептоном и гидролизатом рыбной
муки и составило 86.6 Е/мл × 10–3, что на 5.5 и
51.5% больше, чем на средах, содержащих эти
компоненты по отдельности (№№ 3 и 4 соответ�
ственно) и на 18% больше, чем на исходной среде
№ 1 с тремя источниками белкового азота.

При культивировании A. ochraceus ВКМ F�4104D
на изученных средах не наблюдали корреляции ак�
тиваторной к протеину С, общей протеолитической
и тромбиноподобной активности (рис. 1). Наиболь�
ших значений тромбиноподобная активность до�
стигала на среде с минеральным источником азо�
та (среда № 2), при этом активаторная к протеину С
активность была минимальной. При глубинном
культивировании A. ochraceus на среде № 1 время
накопления максимальной тромбиноподобной,
активаторной к протеину С и общей протеолити�
ческой активности не совпадали [6]. 

E/мл × 10–3
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Рис. 1. Влияние источников азота на образование внеклеточных протеиназ A. ochraceus ВКМ F�4104D. 1 – активатор�
ная к протеину С активность, 2 – тромбиноподобная активность, 3 – общая протеолитическая активность.
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Влияние начального значения рН среды и тем�
пературы на образование протеиназ – активато�
ров протеина С A. ochraceus ВКМ F�4104D было
изучено на оптимальной для секреции этих фер�
ментов среде (среда № 5). Наибольшая актива�
торная к протеину С активность у изучаемого
микромицета наблюдалась при рН 6.0–7.0. При
подкислении среды до рН 4.0 активаторная к про�
теину С активность снижалась в 3.5–4 раза, а при
подщелачивании до рН 9.0 – в 1.5–2 раза. При
рН 3.0 культура не проявляла активаторной к
протеину С активности. Влияние температуры в
интервале 24–32°C на секрецию изучаемого фер�
мента было незначительным, а при температуре
выше 32°C происходило снижение образования
протеиназ – активаторов протеина С. 

Таким образом, оптимальными условиями для
образования активаторов протеина С микроми�
цетом A. ochraceus ВКМ F�4104D при глубинном
культивировании (200 об/мин) была среда № 5 с
пептоном и рыбным гидролизатом в качестве ис�
точников азота, исходное значение рН среды 6.5 и
температура 28°C.

Условия, обеспечивающие максимальную сек�
рецию микромицетом A. ochraceus ВКМ F�4104D
протеиназ с активаторной к протеину С активно�
стью при глубинном культивировании, были ис�
пользованы при твердофазном культивировании
продуцента. Продолжительность культивирова�

ния и соотношение количества ферментацион�
ной среды и пшеничных отрубей или инертых но�
сителей были установлены в предварительных
опытах и приведены в табл. 1. 

Образование протеиназ с активаторной к про�
теину С активностью культурой A. ochraceus ВКМ
F�4104D происходило при его росте как на нату�
ральном субстрате – пшеничных отрубях, так и на
инертных носителях (табл. 1). Максимальные
значения активности протеиназ – активаторов
протеина С у изучаемого штамма наблюдали на
вермикулите (300.0 Е/мл × 10–3 на 7 сут культиви�
рования) и силикагеле (200.0 Е/мл × 10–3 на 4 сут).
При выращивании A. ochraceus ВКМ F�4104D с
использованием пенополиуретана активность фер�
мента была несколько ниже (131.8 Е/мл × 10–3), а
минимальная активность активаторов протеина С
была при ТФК A. ochraceus ВКМ F�4104D на перли�
те и пшеничных отрубях – 90.6 Е/мл × 10–3 на 7 сут
и 116.3 Е/мл × 10–3 на 5 сут соответственно. Одна�
ко, даже в этих случаях образование протеиназ –
активаторов протеина С штаммом гриба было вы�
ше, чем при глубинном культивировании. Акти�
ваторная к протеину С активность при ТФК на
силикагеле была в 2.3, а на вермикулите в 3.5 раза
выше по сравнению с глубинным культивирова�
нием продуцента (табл. 1). 

Продуктивность мицелия A. ochraceus ВКМ F�4104D,
рассчитанная на мг биомассы, также была значитель�

Таблица 1. Образование протеиназ – активаторов протеина С A. ochraceus ВКМ F�4104D при ТФК

Субстрат/носитель

Количество 
питательной среды, 

мл/ г субстрата 
(носителя)

Продолжительность 
культивирования для 
проявления макси�

мальной активности, сут

Активаторная 
к протеину С 
активность, 
Е/мл × 10–3

Продуктивность 
мицелия, 

Е/мг биомассы × 10–3 

Пшеничные отруби 3 5 116.3 –*

Пенополиуретан 8 5 131.8 6.1

Перлит 3 7 90.6 6.5

Силикагель 1.5 4 200.0 15.8

Вермикулит 5 7 300.0 22.7

* Не определяли. 

Таблица 2. Активаторная к протеину С и общая протеолитическая активность внеклеточных протеиназ A. ochra-
ceus ВКМ F�4104D при глубинном и твердофазном культивировании на вермикулите

Показатель

Глубинное культивирование ТФК

культуральная 
жидкость

препарат 
протеиназ

культуральная 
жидкость

препарат 
протеиназ

Общий белок, мг/мл 17.9 15.4 37.3 24.5

Удельная активаторная к протеину С активность, 
Е/мг белка ×10–3

4.6 5.3 7.8 8.5

Удельная общая протеолитическая активность, 
Етир/мг белка

11.7 18.9 15.0 21.3
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но выше в условиях ТФК. Так, при глубинном
культивировании микромицета продуктивность
составила 4.7 Е/мг × 10–3, а при ТФК оказалась в
1.3–4.8 раза выше, в зависимости от носителя
(табл. 1).

В препарате протеиназ A. ochraceus ВКМ F�4104D,
полученном при ТФК на вермикулите, содержа�
ние белка было в 2 раза, а удельная общая протео�
литическая и активаторная к протеину С актив�
ность оказались в 1.1 и 1.6 раза больше, соответ�
ственно, по сравнению с препаратом протеиназ,
полученном при глубинном культивировании
(табл. 2). Кроме того, как видно из рис. 2, при ТФК
A. ochraceus ВКМ F�4104D секретирует большее

количество внеклеточных белков по сравнению с
глубинным культивированием. 

Изоэлектрофокусирование препарата внекле�
точных белков, полученного при глубинном
культивировании A. ochraceus ВКМ F�4104D, вы�
явило два пика с протеолитической активностью.
Фракции белков пика 1 с pI 4.7–4.9 обладали
общей протеолитической активностью. Белки
пика 2 с pI 6.0–6.2 наряду с общей протеолитиче�
ской активностью проявляли активаторную к
протеину С и тромбиноподобную активность
(рис. 3). В препарате внеклеточных протеиназ
при ТФК было также два активных пика с pI 5.3–
5.5 и 6.1–6.3. Протеиназы обоих пиков проявляли
как общую протеолитическую, так и тромбино�
подобную активности, а активаторную к протеи�
ну С активность наблюдали только во втором пи�
ке (рис. 4). Электрофоретический анализ фрак�
ций, проявивших активаторную к протеину С
активность после изоэлектрофокусирования пре�
паратов, полученных после глубинного и твердо�
фазного культивирования, выявил в каждой из
них по одной белковой зоне, обладавшей актива�
торной к протеину С активностью (рис. 2).

Интересно отметить, что по проявлению вы�
сокой тромбиноподобной активности с хромо�
генным пептидным субстратом Tos�Gly�Pro�Arg�
pNA и значению pI в области рН 6.0–6.3 протеи�
наза – активатор протеина С микромицета
A. ochraceus сходна с активатором протеина С из
яда змеи A. contortrix [23].

Таким образом, установлено, что активаторная к
протеину С активность внеклеточной протеиназы
микромицета A. ochraceus ВКМ F�4104D индуци�
руется белковыми субстратами в среде для куль�
тивирования. В препаратах внеклеточных бел�
ков A. ochraceus ВКМ F�4104D, полученных как

1 2 3 4

Рис. 2. Электрофорез внеклеточных белков микроми�
цета A. ochraceus ВКМ F�4104D. 1 – препарат белков,
полученных при глубинном культивировании микро�
мицета; 2 – препарат белков, полученных при твердо�
фазном культивировании микромицета; 3 – протеи�
наза – активатор протеина С после ИЭФ препарата
после глубинного культивирования; 4 – протеиназа –
активатор протеина С после ИЭФ препарата после
ТФК.

A280

1.00

0.75

0.50

0.25

0

E/A280

5

4

3

2

1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

1

2

3

4

5
2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

Eтир/A280

3.0

pH

10
9
8
7
6
5
4
3
2
1

0

61.25

№ фракции

Рис. 3. Изоэлектрофокусирование комплексного препарата протеиназ A. ochraceus ВКМ F�4104D после глубинного
культивирования. 1 – активаторная к протеину С активность, 2 – тромбиноподобная активность, 3 – общая протео�
литическая активность, 4 – белок, 5 – рН.
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при глубинном культивировании, так и при
ТФК обнаружена протеиназа с активаторной к
протеину С активностью с pI 6.0–6.3. Подобра�
ны оптимальные условия культивирования мик�
ромицета для образования этого фермента: ис�
точник азота, температура, рН, для ТФК–носи�
тель. Сравнение исследованных способов
культивирования для получения внеклеточных
протеиназ – активаторов протеина С при выра�
щивании A. ochraceus ВКМ F�4104D показало
большую эффективность ТФК. 

Авторы глубоко благодарны Ж.Д. Беспаловой
(лаборатория синтеза пептидов отдела биотехно�
логии Российского кардиологического научно�
производственного комплекса (Москва)) за лю�
безно предоставленные хромогенные субстраты.
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Production of Extracellular Proteinases (Protein C Activators 
in Blood Plasma) by the Micromycete Aspergillus ochraceus 

during Submerged and Solid�State Cultivation
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Abstract—The conditions for the submerged and solid�state cultivation of the micromycete Aspergillus
ochraceus VKM F�4104D, producing extracellular proteinases that activate protein C in human blood
plasma, were optimized. It is shown that the protein C�activating activity of the micromycete in a solid�state
culture was 1.5–3.5 times higher than in a submerged culture (as calculated per milliliter of culture medium).
Among the extracellular proteins secreted by A. ochraceus VKM F�4104D during submerged and solid�state
cultivation, a protein C�activating proteinase with a pI of 6.0–6.3 was identified.
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