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С использованием диффузионного теста в субстратном агарозном геле в стерильных субклеточных 
фракциях холерного вибриона O1 и O139 серогрупп, полученных из лизированных мочевиной живых микробных 
клеток, обнаружена способность к протеолизу кроличьих и человеческих иммуноглобулинов G. Субстратный 
электрофорез выявил обладающие IgG-протеазной активностью полипептиды как в водорастворимой, 
так и мембранной фракциях исследованных штаммов, отличающихся молекулярными массами. Выявлены 
отличия в IgG-протеазной активности субклеточных фракций ompT+ и ompT- штаммов холерного вибриона.
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With the use of diffusion test in substrate agarose gel in sterile subcellular fractions of Vibrio cholerae O1 and O139 
serogroups, got from by the lysis urea of living microbial cells, found out a ability for the proteolysis of rabbit and 
human immunoglobulins of class G. Substrate electrophoresis detected polypeptides with IgG-protease activity both 
in water-soluble and membrane fractions of the strains with different molecular masses. Differences in IgG-protease 
activity of subcellular fractions of V. cholerae ompT+ and ompT- strains were determined.
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введенИе

Известно, что в патогенезе холеры центральное 
место принадлежит холерному токсину, однако виру-
лентность возбудителя холеры носит выраженный 
полидетерминантный характер [11]. К настоящему 
времени описан ряд дополнительных факторов пато-
генности холерного вибриона, в том числе представ-
ляющих собой ферменты, такие как нейраминидаза 
[10], гемагглютинин-протеаза [15], протеаза PrtV [18]. 
Тем не менее, роль дополнительных факторов в раз-
витии заболевания остается недостаточно изученной. 
Интерес к исследованию дополнительных факторов 
патогенности холерного вибриона обусловлен и тем, 
что у больных острыми кишечными инфекциями 
обнаруживаются патогенные штаммы холерного 
вибриона, вызывающие диарейные заболевания за 
счет дополнительных факторов патогенности [5]. 
Одним из условий реализации холерным вибрионом 
своего патогенного потенциала является способность 
к противодействию различным звеньям иммунной 
системы хозяина [7]. Известно, что многие патоге-
ны обладают иммуноглобулиндеградирующими 
протеазами (IdeS-протеазы и т.д.), однако сведения 
о их наличии у холерного вибриона отсутствуют. 
Ранее нами было показано наличие в препаратах 
субклеточных фракций холерного вибриона О1 и 
О139 серогрупп желатиназной и казеиназной про-
теазной активности [4], задача настоящей работы 
заключалась в изучении способности субклеточных 
фракций холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп 
разной эпидзначимости гидролизовать кроличьи и 
человеческие иммуноглобулины класса G. 

Цель работы: изучить способность субклеточных 
фракций холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп 
разной эпидзначимости гидролизовать кроличьи и 
человеческие иммуноглобулины класса G.

матерИалы И методы

Стерильные препараты субклеточных фракций – 
мочевинные экстракты (МЭ) и наружные мембраны 
(НМ) – получали, лизируя (и одновременно обезза-
раживая) живые клетки холерного вибриона 4,5 М 
раствором мочевины по методу A. Lohia с соавт. [12] в 
нашей модификации [3]. Всего в работе использовали 
10 штаммов холерного вибриона O1 и O139 серогрупп: 
два токсигенных штамма (Vibrio cholerae eltor M 878, 
И-1263 и восемь нетоксигенных штаммов, выделен-
ных из воды поверхностных водоемов (V. cholerae eltor 
И-129-05-B, 2-01, И-1369, И-1368, И-638, 2131, 1291, 
V. cholerae О139 И-16).

Наличие у штаммов холерного вибриона гена 
ompT определяли в ПЦР с использованием спец-
ифических праймеров с последующей электрофоре-
тической детекцией результатов в 1,5 % агарозном 
геле: ompT F – ATTGGTTCTGGTTCTTCG и ompT R – 
TTTGCATTATCTTCTGGA [14].

Солюбилизацию белков фракции НМ, предва-
рительно обработанной саркозинатом натрия [16], 
проводили раствором Тритона Х-100 (Sigma) в при-
сутствии 0,005 M ЭДТА (Sigma).

Суммарную протеазную активность препаратов 
оценивали в субстратном диффузионном тесте в 1%-
ом агарозном геле, используя в качестве субстрата 
0,5%-й раствор IgG, а в качестве положительного кон-
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троля – раствор трипсина и протеиназы К. Фермен-
тативную активность определяли по образованию 
вокруг лунок прозрачного ореола на фоне матового 
субстрата после осаждения 10%-й трихлоруксусной 
кислотой, степень активности оценивалась по ве-
личине радиуса ореола в миллиметрах. Для оценки 
наличия IgG-протеазной активности использовали 
иммуноглобулины, выделенные комбинированным 
методом из нормальной кроличьей сыворотки [13] 
и препараты коммерческих человеческих IgG (Sigma, 
ICN) в конечной концентрации 0,5 %. Для оценки 
степени чистоты иммуноглобулинов проводили 
диск-электрофорез в 12,5%-ом полиакриламидном 
геле (ПААГ) в присутствии додецилсульфата натрия 
по общепринятому методу.

Состав протеаз определяли методом энзим-элек-
трофореза в 7,5 %-ном полиакриламидном геле, им-
прегнированном желатином, казеином, кроличьими 
и человеческими IgG (конечная концентрация 0,1 %) 
по методу C. Heussen и E.B. Dowdle [8], с окраской гелей 
кумасси ярко-синим. О протеолитической активности 
судили по светлым зонам гидролиза на фоне окра-
шенного субстрата.

Анализ полученных электрофореграмм проводи-
ли с использованием системы гель-документирования 
Gel-Doc XR+ и компьютерной программы Image Lab 
2.01 (Bio-Rad). Статистическую обработку проводили 
общепринятыми методами, рассчитывая среднеариф-
метические величины и их ошибки.

результаты И обсужденИе

Ранее нами было показано, что обработка живых 
клеток холерного вибриона 4,5 М раствором мочеви-
ны позволяет получать стерильные лизаты, сохраня-
ющие свои нативные свойства, включая гидролазную 
(липолитическую и протеазную) активность [1]. Это 
позволило приступить к дальнейшему изучению 
выявленных протеаз, в частности, оценить их способ-
ность гидролизовать различные субстраты, включая 
иммуноглобулины человека, что может представлять 
один из существенных механизмов патогенеза холер-
ной инфекции [9]. Из числа дополнительных фермен-
тативных факторов, потенциально подходящими на 
эту роль, могут быть белки наружной мембраны, в 
особенности белок OmpT, обладающий у энтеробак-
терий протеазной активностью [17]. Результатами 
ПЦР-анализа было продемонстрировано наличие 
гена ompT у большинства взятых в работу штаммов 
холерного вибриона [2].

Субклеточные фракции, полученные лизисом 
клеток холерного вибриона раствором мочевины с 
последующим дифференциальным центрифугиро-
ванием, оказались способными гидролизовать IgG 
человека и кролика, что было продемонстрировано 
как в диффузионном тесте, так и в энзим-электрофо-
резе, с использованием в качестве субстрата челове-
ческих коммерческих и выделенных нами кроличьих 
иммуноглобулинов G. В экспериментах использовали 
препараты IgG, свободные от примесей, что подтверж-
дено результатами SDS-электрофореза.

Результаты диффузионного теста с использова-
нием IgG показал, что все препараты МЭ холерных ви-

брионов обладают IgG-деградирующей активностью 
с разной степенью интенсивности, что выразилось 
в неодинаковых размерах зон гидролиза: у штамма 
V. cholerae eltor И-1263 – 2,00 ± 0,03 мм (p < 0,05), V. 
cholerae M 878 – 3,00 ± 0,03 мм (p < 0,05), V. cholerae 
И-638 и И-1368 – 1,00 ± 0,03 мм (p < 0,05), V. cholerae 
2-01, 129-05-B, И-1369, И-1368 – 2,00 ± 0,04 мм, V. chol-
erae O139 И-16 – 1,00 ± 0,03мм (p < 0,05). У препаратов 
НМ из штаммов V. cholerae M 878, 129-05-B, 2131, 
1291 размер зон гидролиза составил 1,00 ± 0,03 мм 
(p < 0,05), из штаммов V. cholerae И-638, И-1368, 
И-1369 – 1,70 ± 0,03 мм (p < 0,05), из штамма V. cholerae 
И-1263, 2-01 – 1,00 ± 0,03 мм (p < 0,05), из штаммма 
V. cholerae O139 И-16 – 1,00 ± 0,03 мм (p < 0,05). 

Зимографический анализ препаратов МЭ и НМ 
выявил количественные и качественные различия в 
спектре протеаз, что выразилось в расположении зон 
гидролиза в полиакриламидном геле. В препаратах 
МЭ обнаружено до 6 зон гидролиза, соответствующие 
полипептидам с молекулярными массами от 100 до 
80 кДа, тогда как в препаратах НМ выявлено до двух 
зон гидролиза субстрата с мол. массой 40–38 кДа 
(рис. 1).
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рис. 1. Энзим-электрофорез мочевинных экстрактов (МЭ) 
V. cholerae с использованием в качестве субстрата 
человеческого IgG. 1 – препарат МЭ V. cholerae 
eltor O1 М-878; 2 – препарат МЭ V.cholerae eltor O1 
И-1368; 3 – препарат МЭ V.cholerae eltor 129-05-B; 
4 – препарат МЭ V.cholerae eltor 2-01; 5 – препарат 
МЭ V.cholerae eltor И-1369; 6 – препарат МЭ V.chol-
erae eltor 2131; 7 – Препарат МЭ V. cholerae eltor 
И-1263; 8 – Препарат МЭ V.cholerae eltor 1291; 9 – 
препарат МЭ V.cholerae O139 И-16; 10 – препарат 
МЭ V. cholerae eltor И-638.

Сравнивая IgG-протеазную активность субкле-
точных фракций с активностью по отношению к 
стандартным субстратам (желатин, казеин) нами 
отмечено то, что используемые для положительного 
контроля трипсин и протеиназа К не гидролизовали 
иммуноглобулины, обладающие резистентностью к 
действию протеаз с широкой субстратной специфич-
ностью, что вполне согласуется с опубликованными 
данными [6].

Используя препараты НМ токсигенного и не со-
держащего холерный токсин штаммов проведена 
экстракция мембраносвязанных протеаз. Зимогра-
фический анализ выявил в экстракте НМ из неток-
сигенного штамма V. cholerae И-638 две протеазы 
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с молекулярными массами 38 и 40 кДа, тогда как в 
экстракте НМ токсигенного V. cholerae И-1263 – одну 
протеазу с молекулярной массой 120 кДа. Необходимо 
отметить, что ompT+ штаммы гидролизуют препараты 
IgG, образуя зоны протеолиза, соответствующие по-
липептиду с молекулярной массой 38 кДа, в то время 
как у препаратов экстрактов из наружных мембран, 
полученных из ompT– штаммов (V. cholerae eltor 129-05 
B, 2131) таких зон протеолиза не было, что указывает 
на возможное участие в этом процессе мембранного 
белка OmpT.

Определенный вклад в защитную реакцию сли-
зистых оболочек кишечника, помимо sIgA, могут 
вносить и обнаруживаемые в секретах слизистых IgG. 
Гидролиз холерным вибрионом IgG может являться 
дополнительным механизмом, способствующим 
более интенсивной диссеминации возбудителя в 
организме, и возможно, быть одной из причин ви-
бриононосительства.

заключенИе

Таким образом, в субклеточных фракциях хо-
лерного вибриона обнаружена IgG-протеазная ак-
тивность в отношении человеческих и кроличьих 
иммуноглобулинов, установлено наличие как рас-
творимых, так и мембраносвязанных протеаз в пре-
паратах МЭ и НМ соответственно, гидролизующих 
иммуноглобулины G, что может являться одним из 
дополнительных патогенетических механизмов раз-
вития холерной инфекции. Целесообразно для реше-
ния вопроса относительно природы IgG-протеазной 
активности провести пептидное картирование обна-
руженных протеаз.
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