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Стафилококковые инфекции входят в число самых 
распространенных и наиболее тяжелых заболеваний.
Лечение стафилококковых инфекций осложняется 
тем, что около 90% штаммов этого микроорганизма 
устойчивы к антибиотикам. В связи с этим становит-
ся актуальным поиск альтернативных методов борьбы 
с золотистым стафилококком. Бактериофаги – виру-
сы бактерий, продуцирующие в процессе жизненного 
цикла ферменты, которые способны лизировать (разру-
шать) бактериальные клеточные стенки. Эти ферменты 
могут рассматриваться в качестве серьезной альтерна-
тивы антибиотикам. В литературе они получили назва-
ние «лизины» или «лизоцимы», большинство из них 
получены методами генетической инженерии [1–3]. 
Разрушение (лизис) клеточной стенки происходит за 
счет гидролиза химических связей в пептидогликане. 
Ферменты фагов phi11 и phi80α эффективно лизируют 
клетки золотистого стафилококка, в том числе штаммы, 
устойчивые к метициллину [4]. Данные ферменты мало 
изучены как биокатализаторы и представляют интерес 
как потенциальная основа для разработки лекарствен-
ных препаратов. Цель данной работы – характеризация 
структурно-функциональных свойств ферментов фагов 
phi11 и phi80α кинетическими методами.
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В работе использованы рекомбинантные фермен-
ты, полученные по методике [5]. Это водные раство-

ры эндолизинов фагов phi80α и phi11 (концентрация 
3,84 и 10,15 мг/мл соответственно) в буфере, содер-
жащем   50 мМ фосфата натрия, 300 мМ хлорида на-
трия,  250 мМ имидазола и 30% глицерина (рН 8,0).

Молекулы эндолизинов фагов phi80α и phi11 явля-
ются моносубъединичными белками с молекулярной 
массой ~56 кДа. Известны аминокислотные последо-
вательности этих ферментов, они отличаются одной 
аминокислотой в положении 13 с N-конца. Молекулы 
ферментов характеризуются наличием двух каталити-
ческих (CHAP и Amidase 2) и одного адсорбционного 
(SH3_5) доменов, а также участков с негомологич-
ными структурами. Домен CHAP может содержать 
остаток цистеина, ответственный за катализ, а домен 
Amidase2 – катион металла, принимающий участие 
в катализе или играющий структурную роль. В качестве 
субстрата использовали препарат клеток Staphylococcus 
aureus (штамм 209 В-580), любезно предоставленный 
сотрудниками ОАО «Вектор» (г. Новосибирск).  Для 
приготовления буферных растворов использовали 
KH2PO4, Трис, цитрат натрия («Sigma»), гидроксид 
натрия и соляную кислоту фирмы «Диа М».

В работе использованы CaCl2·2H2O чистоты 
>99,0% («Sigma»), FeCl2, CuSO4·5H2O, MnCl2·4H2O, 
MgSO4·7H2O, Pb(NO3)2 («ч.д.а.», «РеаХим»), DL-
дитиотрейтол (ДТТ), восстановленный глутатион 
(ГSH), этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА) 
фирмы «Sigma», окисленный глутатион (ГSSГ) и мер-
каптоэтанол (МЭ) фирмы «Fluka».
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Методы
Измерение активности ферментов. В спектрофо-

тометрическую кювету объемом 0,5 мл, содержащую 
суспензию клеток золотистого стафилококка с А600 = 
0,6 в 20 мМ KH2PO4 (pH 7,5) при температуре 37°С, 
вносили аликвоту раствора фермента (с = 0,4 мг/мл)    
и следили за изменением оптической плотности во 
времени. Активность фермента определяли как тан-
генс угла наклона линейного участка.

Определение рН-профиля ферментов. В спек-
трофотометрическую кювету объемом 0,5 мл, содер-
жащую суспензию клеток золотистого стафилококка 
с А600 = 0,6 в универсальном буфере (20 мМ KH2PO4, 
20 мМ Трис, 20 мМ цитрат натрия) с pH 6,0–9,0 при 
температуре 37°С, вносили 10 мкл раствора фермента 
(с = 0,4 мг/мл) и следили за изменением оптической 
плотности во времени. Активность фермента опреде-
ляли как тангенс угла наклона линейного участка.

Исследование влияния температуры на актив-
ность ферментов. В спектрофотометрическую кю-
вету объемом 0,5 мл, содержащую суспензию клеток 
золотистого стафилококка с А600 = 0,6 в 20 мМ KH2PO4 
(pH 7,5) при температуре 20–50°С (время доведения 
кюветы до нужной температуры составляло 3 мин), 
вносили 10 мкл раствора фермента (с = 0,4 мг/мл) и 
следили за изменением оптической плотности во вре-
мени. Активность фермента определяли как тангенс 
угла наклона линейного участка.

Исследование влияния ионов металлов на ак-
тивность ферментов. В спектрофотометрическую 
кювету, содержащую 0,5 мл суспензии клеток золо-
тистого стафилококка с А600= 0,6 в деионизованной 
воде, добавляли 10 мкл раствора, содержащего смесь 
фермента (с = 0,4 мг/мл) с катионом металла (Pb2+, 
Ca2+, Cu2+, Mn2+, Mg2+, Fe2+ с = 1–10 мМ) и следили за 
изменением оптической плотности при 37ºС.

Исследование влияния ионов металлов на ста-
бильность ферментов. Готовили серии растворов, 
содержащих фермент (с = 0,4 мг/мл) и катион металла 
(Ca2+, Mn2+, Mg2+) в концентрации 1 мМ или 10 мМ, 
выдерживали при температурах 37 и 4°С, а затем из-
меряли активность полученных образцов через фик-
сированные промежутки времени.

Исследование влияния реагентов тиол-дис-
ульфидного обмена и ЭДТА на активность фер-
ментов. В спектрофотометрическую кювету, со-
держащую 0,5 мл суспензии клеток золотистого 
стафилококка (20 мМ калий-фосфатный буфер (КФБ) 
с рН 7,5, А600 = 0,6), добавляли 10 мкл раствора, со-
держащего смесь фермента (с = 0,4 мг/мл) с реаген-
том тиол-дисульфидного обмена (дитиотреитол, мер-

каптоэтанол, глутатион, с = 10 мМ) или ЭДТА (с = 
0,5–2,0 мМ), и следили за изменением оптической 
плотности при 37ºС.

Исследование влияния реагентов тиол-дисуль-
фидного обмена и ЭДТА на стабильность фермен-
тов. Готовили серии растворов, содержащих фермент 
(с = 0,4 мг/мл)  и дитиотреитол, меркаптоэтанол, глу-
татион в концентрации 10 мМ или ЭДТА в концентра-
ции 0,5 или 2 мМ (20 мМ КФБ с рН 7,5), выдерживали 
при температуре 37°С и измеряли активность полу-
ченных образцов через фиксированные промежутки 
времени.

Рeзультаты и их обсуждение

Оптимизация условий хранения и функциониро-
вания ферментных препаратов – важный процесс для 
обеспечения высокой эффективности работы биока-
тализаторов. С этой целью было исследовано влияние 
рН, температуры и концентрации фермента на актив-
ность эндолизинов фагов phi11 и phi80α.

Для лизинов фагов phi11 и phi80α зависимости ак-
тивности от их концентрации линейны в диапазоне 
до 30 мкг/мл фермента. Полученные данные явля-
ются доказательством отсутствия процессов диссо-
циации-ассоциации белковых молекул при условиях 
измерения. Стоит отметить, что все эксперименты, 
описанные в настоящей работе, проводили при зна-
чениях концентрации ферментов, находящихся в об-
ласти линейности.

Величины удельной активности эндолизинов 
фагов phi11 и phi80α эквивалентны при значениях 
рН, больших 7,0 (рис. 1). Несмотря на сходство в  
первичной структуре более чем на 99,9%, эндолизи-

Рис. 1. Зависимость активности от рН для лизинов фагов 
phi11 (1) и phi80α (2). Условия эксперимента: 37ºС, А600 = 
0,6, клетки суспендированы в универсальном буфере (20 мМ 
Трис–фосфат–цитрат), концентрация ферментов при измере-

нии 8 мкг/мл
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ны фагов phi11 и phi80α в кислой среде (рН 6,0–6,5) 
обладают значениями активности, отличающимися 
приблизительно вдвое. Стоит отметить, что препара-
ты ферментов не содержали примесных белков (это 
было подтверждено электрофоретическим методом), 
что является доказательством корректного расчета 
удельной активности. Зависимость активности фер-
ментов от рН среды имеет колоколообразный вид с 
резко выделяющимся максимумом в районе рН 6,5. 
На основании этого можно предположить наличие в 
их молекулах двух участвующих в катализе групп с 
разными значениями рК. Это могут быть остатки Cys 
и His каталитического домена CHAP.

На рис. 2 приведены зависимости активности эн-
долизинов от температуры. Видно, что зависимость 
активности от температуры для лизина фага phi11 ха-
рактеризуется наличием максимума в интервале тем-
ператур 35–40°С. Эндолизин фага phi80α наиболее 
активен при температурах, близких 20°С. Несмотря 
на высокую гомологию в первичной структуре, эндо-
лизины фагов phi80α и phi11 не только сильно отли-
чаются по активности в кислых средах, но и имеют 
разные температурные оптимумы.

Стоит отметить, что сотрудниками ОАО «Вектор» 
(г. Новосибирск) методом электронной микроскопии 
показано, что клетки золотистого стафилококка иден-
тичны при температурах от 20 до 80°С. Таким обра-
зом, можно заключить, что описанные выше законо-
мерности связаны с влиянием температуры именно 
на фермент, а не на клетки.

Согласно данным моделирования третичной струк-
туры в молекулах ферментов фагов phi11 и phi80α, 
есть домен Amidase-2, в котором может присутство-

вать катион Ме2+. Катион металла может играть суще-
ственную роль в процессах катализа и в поддержании 
структуры белковой молекулы. Для выяснения роли 
катионов металлов в обеспечении функционирования 
ферментов мы исследовали влияние катионов двухва-
лентных металлов (Pb2+, Сu2+, Ca2+, Mn2+, Fe2+, Mg2+) 
на активность и стабильность эндолизинов фагов 
phi11 и phi80α. 

Для количественной оценки влияния катионов ме-
таллов на активность ферментов удельную активность 
нативных ферментов принимали за 100%. Было уста-
новлено, что при добавлении катионов свинца, меди 
и железа (с = 1 мМ) ферменты фагов phi11 и phi80α 
полностью теряют активность, а катионы кальция, 
магния и марганца не вызывают подобных явлений.

Рис. 4. Влияние катионов кальция (2, 3), марганца (4, 5), 
магния (6, 7) в концентрациях 1 и 10 мМ на активность 
эндолизина фага phi80α (1). Условия эксперимента: 37°С, 
А600 = 0,6, клетки суспендированы в деионизованной 
воде, концентрация фермента 8 мкг/мл,  А/Афермента – от-
ношение активности фермента в присутствии катиона 

Ме2+ к активности фермента без добавок

Рис. 2. Зависимость активности от температуры 
для лизинов фагов phi11 (1) и phi80α (2). Условия 
эксперимента: А600 = 0,6, клетки суспендированы в 
20 мМ КФБ (рН 7,5), концентрация ферментов при 

измерении 8 мкг/мл

Рис. 3. Влияние катионов кальция (1) и магния (2) на ак-
тивность эндолизина фага phi11.Условия эксперимента: 
37°С, А600 = 0,6, клетки суспендированы в деионизованной 
воде, концентрация фермента 8 мкг/мл, А/Афермента – от-
ношение активности фермента в присутствии катиона 
Ме2+ к активности фермента без добавок (в мМ указана 
концентрация катиона металла в инкубируемом образце)
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Катионы Ca2+ и Mg2+ в диапазоне концентраций 
1–10 мМ увеличивают активность лизина фага phi11 
в 1,5–2,5 раза (рис. 3). Возможно, что ввиду близости 
значений радиусов катионов Ca2+ и Mg2+ процесс ак-
тивации фермента происходит неселективно. Катио-
ны Mn2+ (с = 1–10 мМ) идентичны катионам Ca2+ по 
влиянию на активность лизина фага phi11. Катионы 
Са2+  и Mn2+ в концентрации 1 или 10 мМ не влияют 
на активность лизина фага phi80α, в то время как в 
присутствии катионов Mg2+ активность фермента воз-
растает приблизительно в 1,5 раза (рис. 4). Перечис-
ленные выше экспериментальные факты являются 
доказательством того, что эндолизины фагов phi80α 
и phi11 являются металлозависимыми ферментами.

Стабилизирующую способность катионов метал-
лов исследовали при двух значених температуры: 
37ºС (физиологическая температура) и 4ºС (темпера-
тура хранения). В качестве количественного критерия 
для оценки стабилизирующей способности катиона 
металла при 37ºС использовали величину времени по-
луинактивации фермента (табл. 1). Из табл. 1 видно, 
что катионы Ca2+, Mn2+, Mg2+ практически не оказы-
вают стабилизирующего влияния на эндолизин фага 
phi11. Величины времени полуинактивации эндоли-
зина фага phi80a как в присутствии катионов Ca2+, 
Mn2+, Mg2+, так и в их отсутствие слишком малы для 
достоверной оценки стабилизирующей способности 
катионов металлов. Однако они имеют одинаковый 
порядок, из чего можно заключить, что катионы Ca2+, 
Mn2+, Mg2+ незначительно повышают стабильность 
лизина фага phi80a. 

Стабилизирующую способность катионов Ca2+, 
Mn2+ и Mg2+ при 4ºС оценивали путем сравнения ве-
личин остаточной активности индивидуальных фер-

ментов и эндолизинов в присутствии катионов ме-
таллов через 2 недели инкубации. Как видно из табл. 
2, при 4ºС катионы Ca2+, Mn2+ и Mg2+ не влияют на 
значение остаточной активности ферментов. Таким 
образом, исходя из анализа температурной зависимо-
сти инактивации эндолизинов фагов phi11 и phi80a, 
можно заключить, что катионы металлов не важны 
для поддержания структуры ферментов. 

Известно, что домен СНАР, который является ча-
стью третичной структуры эндолизинов фагов phi11 и 
phi80α, содержит пару Cys/His, отвечающую за ката-
литические процессы. Для выяснения роли групп SH в 
поддержании структурно-каталитических свойств эн-
долизинов фагов phi11 и phi80α было изучено влияние 
дитиотрейтола (ДTT), меркаптоэтанола (МЭ) и глута-
тиона в восстановленной (ГSH) и окисленной (ГSSГ) 
формах на активность и стабильность ферментов.

Известно, что ДТТ, МЭ и ГSH – хорошие вос-
становители –S–S-мостиков, под воздействием этих 
реагентов не наблюдалось значительного изменения 
активности эндолизинов (табл. 3). Это либо отри-
цает участие SH-групп в процессах катализа, либо 
–S–S-мостики находятся глубоко в структуре белка 

Т а б л и ц а  1
Влияние катионов металлов на время 

полуинактивации эндолизинов фагов phi11 и phi80α 
(37ºС, концентрации фермента в инкубируемом образце 

0,4 мг/мл)

Фермент Аддитив
Τ1/2 при 37°С, мин

1 мМ 10 мМ

Лизин фага 
Phi11

без добавок 8
Са2+ 10 9
Mn2+ 10 13
Mg2+ 10 8

Лизин фага 
Phi80α

без добавок 3

Са2+ 5 7
Mn2+ 5 7
Mg2+ 7 9

Т а б л и ц а  2
Влияние катионов металлов на стабильность 

эндолизинов фагов phi11 и phi80α (4ºС, концентрация 
фермента в инкубируемом образце 0,4 мг/мл)

Фермент Аддитив
Остаточная активность (2 не-

дели при 4ºС), %

1 мМ 10 мМ

Лизин фага 
Phi11

Без добавок 70
Са2+ 60 73
Mn2+ 67 66
Mg2+ 68 72

Лизин фага 
Phi80α

Без добавок 70

Са2+ 57 80
Mn2+ 63 76
Mg2+ 88 74

Т а б л и ц а  3
Влияние реагентов тиол-дисульфидного обмена и ЭДТА 
на активность эндолизинов фагов phi11 и phi80α при 

37ºС

Реагент Лизин 
фага phi11

Лизин фага 
phi80α

На мостик 
–S–S–

ДTT, 10 мМ 1,2±0,5 1,0±0,5
МЭ, 10 мM 0,7±0,2 1,0±0,3
ГSH, 10 мM 0,8±0,2 0,9±0,3

На SH-группу ГSSГ, 10 мM 0,09±0,03 0,10±0,02
На катион 
металла

ЭДТА, 0,5 мМ 0,7±0,5 1,1±0,4
ЭДТА, 2 мМ 0,8±0,5 1,0±0,4

Нет добавок 1,0 1,0
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и не подвергаются действию реагентов. Под дей-
ствием глутатиондисульфида активность ферментов 
phi11 и phi80α снизилась примерно до 10%. Можно 
предположить, что происходит образование –S–S-
мостиков либо с дезактивацией SH-групп, ответ-
ственных за катализ, либо с созданием стерических 
затруднений вблизи активного центра. Установле-
но, что реагенты тиол-дисульфидного обмена не 
влияют на стабильность эндолизинов фагов phi11 
и phi80α (табл. 4). ЭДТА также не влияет на актив-
ность и стабильность эндолизина фага phi80α, но 
дезактивирует и дестабилизирует эндолизин фага 
phi11, что (наряду с активацией катионами кальция 
и марганца) является доказательством металлозави-
симости этого фермента.

Таким образом, выявлены оптимальные условия 
функционирования эндолизинов фагов phi11 и phi80α 
(температура, рН, концентрация фермента). Показа-
но, что высокогомологичные эндолизины фагов phi11 
и phi80α обладают разными свойствами. Подтвержде-

Т а б л и ц а  4
Влияние реагентов тиол-дисульфидного обмена и ЭДТА 
на время полуинактивации эндолизинов фагов phi11           

и phi80α при 37ºС

Реагент
Τ1/2, мин

Лизин фага 
phi11

Лизин фага 
phi80α

– – 24 2

На мостик 
–S–S–

ДTT, 10 мМ 30 2
МЭ, 10 мM 30 3
ГSH, 10 мM 22 2

На SH-
группу ГSSГ, 10 мM 22 2

На катион 
металла

ЭДТА, 0.5 мМ 15 2

ЭДТА, 2 мМ 15 2

Работа выполнена в рамках Гранта Правительства РФ 11G34.31.0004.
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INVESTIGATION OF STRUCTURE AND FUNCTION OF 
ANTISTAPHYLOCOCCAL ENDOLYSINS BY KINETIC METHODS
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Klyachko N.L.1

(1Division of chemical enzymology, Chemistry department of M.V. Lomonosov Moscow State 
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Peculiarities of structure and function of phages phi11 и phi80α antistaphylococcal endolysins 
were investigated by kinetic measurements. In spite of high extent of homology in primary 
structure, both enzymes possess some differences in optimal conditions of functioning. As it was 
shown, phage phi11 endolysin was activated by metal cations (Ca2+, Mg2+). Sulfhydryl groups can 
play an important role in catalytic processes for both phage phi11 и phi80α endolysins.

Key words: Staphylococcus aureus, phage endolysins, cation of metal, structure and functions.
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но участие в катализе катионов металлов (Ca2+, Mg2+) 
для эндолизина фага phi11. Показана возможность 
участия в катализе сульфгидрильных групп эндоли-
зинов фагов phi11 и phi80α.




