
ÁÞËËÅÒÅÍÜ ÂÑÍÖ ÑÎ ÐÀÌÍ, 2016, Òом 1, ¹ 2 (108)

Экспериментальные исследования в биологии и медицине      55

УДК 616. 932 (471)

С.Н. Козлов, В.Б. Николаев, Е.Ю. Марков, Л.Я. Урбанович, С.К. Миткеева

ЗИМОГРАФИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ЛИПОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ СУБКЛЕТОЧНЫХ 
ФРАКЦИЙ VIBRIO СHOLERAE O1 И О139 СЕРОГРУПП

ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора», Иркутск, Россия

С помощью электрофореза и тестов радиальной энзимодиффузии с использованием различных поверхностно-
активных неионных детергентов в качестве субстратов, импрегнированных в полиакриламидный 
и агарозный гель, изучены спектр и активность липолитических ферментов субклеточных фракций 
холерных вибрионов O1 и O139 серогрупп. В составе и активности липолитических ферментов выявлены 
межштаммовые различия. Зимографические методы представляют собой удобный, наглядный и простой 
инструмент, пригодный для сравнительного изучения состава и свойств бактериальных гидролаз. 
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Zymographic analysis showed that all subcellular fractions of the serogroups possessed different degree of lipolytical 
activity. Maximal hydrolysis in the radial enzyme-diffusion reaction in agarose gel was observed in Tween-20, Tween-80, 
Triton Х-305 and Triton Х- 405. Total hydrolase activity of urea extracts in Tween-20, Tween-80, Triton Х- 405, Span-85 
excelled those in the preparations of outer membranes. Maximal lipolytical activity in regard to the Tweens was shown 
by the preparations of urea extracts prepared from the nontoxigenic strains of O1 serogroups, while in relation to the 
Tritons – preparations of urea extracts from the toxigenic strains (p < 0,05). 
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема холеры остается актуальной на миро-
вом уровне в связи с продолжающимся пандемиче-
ским распространением этой инфекции в большин-
стве стран мира. Этот факт свидетельствует о необхо-
димости всестороннего изучения возбудителя холеры, 
особенно ферментов его поверхностных структур, 
первоначально взаимодействующих с клетками ма-
кроорганизма. Широкое распространение у бактерий 
гидролитических ферментов, ассоциированных с 
поверхностными клеточными структурами, говорит 
об их участии в разнообразных физиологических про-
цессах, а также в патогенезе многих инфекционных 
заболеваний, вызванных различными возбудителями, 
что обусловливает необходимость их изучения.

Липолитические ферменты – это ферменты, ги-
дролизующие эфиры карбоновых кислот. Входящие 
в эту группу эстеразы (EC 3.1.1.1) расщепляют в ос-
новном эфиры короткоцепочечных жирных кислот 
(8 и менее углеродных атомов), липазы (EC 3.1.1.3) 
– эфиры длинноцепочечных жирных кислот (более 
8 атомов углерода), фосфолипазы (EC 3.1.1.4–3.1.4.3) 
– фосфоэфирные связи в молекулах фосфолипидов. 
При изучении липолитических ферментов микроор-
ганизмов следует различать способность к продукции 
бактериями внеклеточных гидролаз, выделяемых 
в культуральную жидкость (экзолипазы) [13, 14], и 
способность расщеплять соответствующий субстрат 
при непосредственном контакте с клетками, т. е. об-
разовывать эндолипазу [7]. 

Всестороннее изучение микробных липолити-
ческих ферментов показало более широкий спектр 

их биологических и физиологических функций. 
Установлено, что бактериальные липолитические 
ферменты играют важную роль в патогенезе многих 
инфекционных заболеваний [9, 15].

К настоящему времени известно, что холерный 
вибрион при росте на питательных средах выделяет 
несколько липолитических ферментов, отличающихся 
субстратной специфичностью и электрофоретической 
подвижностью [11], лизофосфолипаза L2 холерных 
вибрионов участвует в регуляции экспрессии холер-
ного токсина [16]. При производстве химической 
холерной вакцины в её составе определяют ряд фер-
ментов, относимых к факторам патогенности, в том 
числе фосфолипазы [1, 10]. Однако сведения о составе 
липолитических ферментов холерного вибриона в 
доступной литературе отсутствуют. Исследование 
состава и свойств липолитических ферментов холер-
ных вибрионов позволит выявлять индивидуальные 
особенности разных штаммов возбудителя холеры и 
проводить их дифференциацию по этому признаку [5]. 

Цель данной работы: зимографический анализ 
липолитических ферментов субклеточных фракций 
V. cholerae eltor О1 и V. cholerae О139 серогрупп разного 
происхождения с помощью субстратного электрофореза 
и тестов радиальной энзимодиффузии в агарозном геле.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использованы штаммы V. cholerae О1 и 
О139 серогрупп разной эпидемической значимости, 
выделенные в неблагополучные (токсигенные штам-
мы от больных и объектов окружающей среды) и бла-
гополучный (нетоксигенные штаммы, выделенные 
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из объектов окружающей среды) по холере периоды 
(табл. 1). Штаммы холерного вибриона выращивали 
на казеин-дрожжевом агаре (pH 7,6) при 37 °С в те-
чение суток и смывали физиологическим раствором. 
Бактериальную массу (в концентрации 109 м. к./мл) 
обрабатывали стерильным 9 М раствором мочевины 
в соотношении 1 : 1. После суточной экспозиции при 
комнатной температуре проводили бактериологиче-
ский контроль стерильности лизата в соответствии с 
«Инструкцией по контролю специфической стериль-
ности экспериментальных препаратов, приготовлен-
ных из культур чумного или холерного микробов» 
(Саратов, 1982). Во время проведения контроля 
лизат хранили в холодильнике при температуре 
4 °С. После отрицательного контроля полученный 
материал фракционировали дифференциальным 
центрифугированием на ультрацентрифуге Spinco 
L2 65B (Beckman) и роторе SW28 [8]. Субклеточные 
фракции – мочевинный экстракт (МЭ) и наружные 
мембраны (НМ) – диализовали против проточной и 
дистиллированной воды и лиофильно высушивали.

Общую липолитическую активность субклеточ-
ных фракций изучали в тесте радиальной энзимодиф-
фузии [6, 12] в 1%-м агарозном геле, приготовленном 
на 0,05 М Tрис-HCl буфере (pH 8,3), содержащем 
0,0125%-й раствор CaCl2 и 0,5%-й раствор субстрата, в 
качестве которых использовали следующие неионные 
детергенты: Тритон Х-100, Тритон X-114, Тритон Х-305, 
Тритон X-405, Твин-20, Твин-60, Твин-80, Спан-85. По-
сле инкубации во влажной камере в течение ночи при 
37 °С липолитическая активность проявлялась вокруг 
лунок в виде матовых ореолов – «гало», вследствие 
выпадения в осадок кальциевых солей жирных кислот, 
высвободившихся при гидролизе твинов или трито-

нов. Степень активности оценивали по размеру «гало» 
измерением радиуса от края лунки до края «гало». В 
качестве положительного контроля использовали 
раствор панкреатической липазы, в качестве отрица-
тельного контроля – 0,05 М Трис-HCl буфер (pH 8,3).

Наличие и состав липолитических ферментов в 
субклеточных фракциях выявляли методом субстрат-
ной зимографии после электрофореза препаратов 
в 8 %-м и 13 %-м блоках полиакриламидного геля 
(ПААГ) без термообработки образцов в присутствии 
ДСН. Фракционирование белков проводили на прибо-
ре для вертикального электрофореза LKB 2001 («LKB», 
Швеция) при силе тока 15 мА в концентрирующем и 
25 мА в разделяющем геле. После электрофоретиче-
ского фракционирования ПААГ отмывали от избытка 
ДСН в 2,5 %-м водном растворе Тритона X-100 в тече-
ние 20 минут. Далее ПААГ после отмывки от избытка 
ДСН накладывали на поверхность пластины 1 %-го 
агарозного геля толщиной 0,3 мм на стеклянной 
подложке (16 × 16 см), приготовленного на 0,05 М 
Tрис-HCl буфере (pH 8,3) и содержащего 0,0125 %-й 
раствор CaCl2 и 0,5 %-й раствор неионного детергента 
в качестве субстрата. Полученный «сэндвич» помеща-
ли во влажную камеру и инкубировали в термостате 
при 37 °С в течение суток. О наличии липолитических 
ферментов судили по образованию на агарозных ре-
пликах белых полос вследствие гидролиза субстрата.

Документирование и оценку полученных зимо-
грамм проводили с использованием пакета программ 
Image Lab 2.01 на приборе GelDoc XR+ (Bio-Rad, США). 
Статистическую обработку проводили общеприняты-
ми методами, рассчитывая среднеарифметические 
величины и их средние ошибки.

Таблица 1
Характеристика исследованных штаммов Vibrio cholerae eltor O1 и Vibrio cholerae O139 серогрупп

№ п/п Название штамма Генотип Объект выделения 

1 V. cholerae eltor O1 1298 ctx+, tcpA+, toxR+ больной 

2 V. cholerae eltor O1 M-878 ctx+, tcpA+, toxR+ больной 

3 V. cholerae eltor O1 И-1263 ctx+, tcpA+, toxR+ больной 

4 V. cholerae eltor O1 И-1342 ctx+, tcpA+, toxR+ больной 

5 V. cholerae О139 И-12 ctx+, tcpA+, toxR+ больной 

6 V. cholerae eltor O1 И-1330 ctx+, tcpA+, toxR+ вода 

7 V. cholerae eltor O1 И-638 ctx-, tcpA-, toxR+ вода 

8 V. cholerae eltor O1 И-1369 ctx-, tcpA-, toxR+ вода 

9 V. cholerae eltor O1 И-1361 ctx-, tcpA+, toxR+ вода 

10 V. cholerae eltor O1 М-800 ctx+, tcpA+, toxR+ больной 

11 V. cholerae eltor O1 129-05-B ctx-, tcpA-, toxR+ вода 

12 V. cholerae eltor O1 И-1327 ctx-, tcpA-, toxR+ вода 

13 V. cholerae eltor O1 И-1407 ctx-, tcpA-, toxR+ вода 

14 V. cholerae eltor O1 2-01 ctx-, tcpA-, toxR- вода 

15 V. cholerae eltor O1 2131 ctx-, tcpA-, toxR- вода 

16 V. cholerae eltor O1 И-1368 ctx-, tcpA-, toxR+ вода 

17 V. cholerae eltor O1 И-563 ctx-, tcpA+, toxR+ труп 

18 V. cholerae eltor O1 И-1299 ctx-, tcpA-, toxR- вибрионоситель 

19 V. cholerae О139 И-16 ctx-, tcpA-, toxR+ вода 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ полученных данных показал, что все суб-
клеточные фракции (МЭ и НМ) холерного вибриона 
О1 и О139 серогрупп обладали в той или иной степени 
липолитической активностью независимо от про-
исхождения и токсигенности конкретного штамма. 
Статистически значимые различия в активности от-
мечены во фракциях МЭ и НМ, полученных из каждого 
штамма (рис. 1а, б). Максимальный гидролиз в реак-
ции энзимодиффузии в агарозном геле отмечен в от-
ношении Твина-20, Твина-80, Тритона Х-305 и Тритона 
Х-405 соответственно (6,00 ± 0,02 мм; p < 0,05). В целом 
суммарная активность гидролаз МЭ в отношении 
Твина-20, Твина-80, Тритона Х-405, Спана-85 превос-
ходила таковую для препаратов НМ, полученных из 
штаммов холерного вибриона разного происхожде-
ния, независимо от серогруппы и токсинообразова-
ния. Cо средней активностью происходил гидролиз 
Твина-60 и Тритона Х-405 субклеточными фракциями 
V. cholerae O1 серогруппы (3,00 ± 0,03 мм), а Твина-60 
– препаратами О139 серогруппы (1,500 ± 0,03 мм; 
p < 0,05). Тритон Х-114 гидролизовался с минимальной 
активностью препаратами субклеточных фракций 
V. cholerae O1 серогруппы, а препараты O139 серо-
группы минимально гидролизовали Тритон Х-114 и 
Тритон Х-100 (зоны гидролиза не превышали 1 мм).

Максимальную липолитическую активность в 
отношении твинов (Твина-20) проявили препараты 
МЭ, полученные из нетоксигенных штаммов O1 серо-
группы (7,00 ± 0,04 мм), в то время как относительно 
тритонов (Tритона X-305, Tритона X-405, Tритона 
X-100) – препараты МЭ из токсигенных штаммов 
(8,00 ± 0,03 мм; p < 0,05). Препараты МЭ V. cholerae 
O139 серогруппы с ctx+ генотипом более активно 
(5,00 ± 0,04 мм; p < 0,05) гидролизовали Твин-20, а 
Твин-60 гидролизовали одинаково с препаратами 
МЭ из штаммов О1 серогрупп (зоны гидролиза были 
менее 1 мм). Общая гидролитическая активность, 
проявляемая препаратами из клинических штаммов 
в отношении Твина-80, не отличалась от таковой для 
препаратов водных штаммов (5,00 ± 0,03 мм; p < 0,05). 

Сравнение ферментативной активности препара-
тов НМ показало, что в отношении твинов гидролиз 
более активно проявляли препараты нетоксигенных 
штаммов (2,50 ± 0,03 мм), тогда как в отношении 
тритонов активность была выше у препаратов НМ из 
токсигенных штаммов (3,00 ± 0,02 мм; p < 0,05) при 
одинаково низких показателях активности препара-
тов НМ в отношении Спан-85 для обоих серогрупп и 
Тритона Х-100 для О139 серогруппы.

При изучении липолитической активности 
субклеточных фракций с помощью зимографии 
установлено, что в неденатуриющих условиях состав 
липолитических ферментов МЭ в сравнении с пре-
паратами НМ обладает большим разнообразием. У 
препарата МЭ V. cholerae eltor O1 M-878 обнаружено 
шесть полипептидов, обладающих липолитической 
активностью (рис. 1в, трек 1), препараты МЭ других 
штаммов содержат от двух (И-1298, O139 И-16) до трех 
(И-638, И-1263, И-1369) полос липолитической актив-
ности. У большинства препаратов НМ на зимограммах 
выявлена одна полоса липолитической активности. 

Исключение составил лишь препарат НМ V. cholerae 
eltor O1 И-1342, у которого была обнаружена только 
большая диффузная зона в начале трека (рис. 1в, 
трек 5). Формирование таких диффузных зон можно 
объяснить замедленной диффузией на агарозный 
гель с субстратом или некоторой деградацией фер-
ментного препарата, что отмечено и на других треках. 

Полученные результаты свидетельствуют о 
значительной вариабельности такого признака, как 
липолитическая активность у генотипически разных 
штаммов холерного вибриона в зависимости от вы-
бранного субстрата. Более высокая способность МЭ 
из нетоксигенных штаммов O1 и из токсигенных МЭ 
O139 серогрупп к гидролизу субстратов, содержащих 
короткоцепочечные жирные кислоты, может быть 
объяснена преобладанием у них эстераз, в отличие 

Рис. 1. Зимографический анализ липолитических ферментов 
в мочевинных экстрактах и наружных мембранах 
V. cholerae O1 и O139 серогрупп: а – тест радиальной 
энзимодиффузии  в  1%-м  агарозном  геле  с 
Твином-20 в качестве субстрата (1 – МЭ V. cholerae 
eltor O1 2131; 2 – МЭ V. cholerae O139 И-12; 3 – МЭ 
V. cholerae O139 И-16; 4 – НМ V. cholerae eltor O1 
И-1263; 5 – НМ V. cholerae eltor O1 И-1330; 6 – НМ 
V.  cholerae eltor  O1  И-638;  7  –  панкреатическая 
липаза (1 мг/мл); 8 – МЭ V. cholerae eltor O1 И-638; 
9  –  МЭ  V.  cholerae eltor  O1  И-1368;  10  –  буфер 
0,05  М  Трис-HCl  (pH  8,3));  б  –  тест  радиальной 
энзимодиффузии в 1%-м агарозном геле с Тритоном 
X-305 в качестве субстрата (1 – буфер 0,05 М Трис-
HCl (pH 8,3); 2 – панкреатическая липаза (1 мг/мл, 
50 мкл); 3 – МЭ V. cholerae eltor O1 М 878; 4 – МЭ 
V. cholerae eltor O1 И-1342; 5 – НМ V. cholerae eltor 
O1 И-1342; 6 – МЭ V. cholerae eltor O1 И-563; 7 – НМ 
V. cholerae eltor O1 И-563; 8 – МЭ V. cholerae eltor 
O1 И-1298; 9 – НМ V. cholerae eltor O1 И-1298; 10 – 
МЭ V. cholerae eltor O1 И-1369; 11 – НМ V. cholerae 
eltor O1 И-1369; 12 – НМ V. cholerae eltor O1 2131; 
13 – МЭ V. cholerae eltor O1 2-01; 14 – НМ V. cholerae 
eltor  И-1299;  15  –  МЭ  V.  сholerae  O139  И-16;  16 
–  МЭ  V.  сholerae  O139  И-5);  в  –  энзимография 
липолитических ферментов субклеточных фракций 
V. cholerae O1 и O139 серогрупп в 13%-м ПААГ с 
Тритоном X-305 в качестве субстрата (1 – МЭ V. chol-
erae eltor O1 M-878; 2 – панкреатическая липаза 
(1 мг/мл, 50 мкл); 3 – МЭ V. cholerae eltor O1 И-638; 
4 – МЭ V. cholerae eltor O1 И-1263; 5 – НМ V. cholerae 
eltor O1 И-1342; 6 – МЭ V. cholerae eltor O1 И-1369; 
7 – НМ V. cholerae eltor O1 И-1369; 8 – МЭ V. cholerae 
eltor O1 И-1298; 9 – НМ V. cholerae eltor O1 И-1298; 
10 – МЭ V. cholerae O139 И-16).
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от препаратов МЭ, полученных из токсигенных штам-
мов, высокую гидролитическую активность которых 
в отношении субстратов с длинноцепочечными жир-
ными кислотами можно связать с действием липаз.

Без наличия широчайшего спектра энзиматиче-
ской активности холерные вибрионы не обладали бы 
присущей им конкурентоспособностью и возможно-
стью адаптации к различным условиям окружающей 
среды. Так, для роста холерных вибрионов могут 
служить разнообразные природные органические 
соединения, имеющие в своём составе эфирные связи. 
Более того, в качестве единственного источника угле-
рода вибрионы могут использовать искусственные 
сложные эфиры – твины и тритоны [3].

Ранее нами было показано, что способ обработки 
живых микробных клеток 4,5 М раствором мочеви-
ны позволяет получать стерильные препараты НМ 
холерного вибриона, сохраняющие протеазную и 
фосфолипазную активности [8]. В настоящей работе 
представлены результаты по изучению липолитиче-
ской активности препаратов субклеточных фракций 
холерного вибриона в отношении синтетических 
соединений – неионных детергентов, используемых 
в качестве субстрата в тестах радиальной энзимо-
диффузии и постэлектрофоретического переноса в 
агарозные гели. Известно, что липолитическая актив-
ность – это признак, который значительно варьирует 
даже у представителей, относящихся к одному и тому 
же виду микроорганизмов [2, 6]. В ранних публика-
циях по твиназной активности холерных вибрионов 
изучение проводилось на целых клетках или ком-
понентах химической вакцины [2]. Липолитические 
ферменты изучены еще далеко не достаточно, однако 
по некоторым свойствам возможно их сравнение. Для 
нас интерес представляли данные о наличии и распре-
делении липолитической активности в субклеточных 
фракциях холерного вибриона (водорастворимые и 
мембрансвязанные). По наличию липолитических 
ферментов возможно провести сравнение фракций, 
относящихся к одному или разным штаммам, принад-
лежащих к одной или разным серогруппам, разного 
происхождения и эпидзначимости.

Кроме того, имеющиеся различия между субкле-
точными фракциями в липолитической активности 
в отношении используемых субстратов могут свиде-
тельствовать о проявлении индивидуальных свойств 
взятых в эксперимент штаммов и, вероятно, связаны 
как с ферментным составом фракций, их удельной 
активностью, чувствительностью к факторам окру-
жающей среды и возможностью отражать свойства 
внутриклеточного липидного обмена клетки. Раз-
ница в твиназной активности целых клеток штаммов 
V. cholerae О139 серогруппы легла в основу теста 
дифференциации патогенных и непатогенных ви-
брионов этой серогруппы [2]. Однако для вибрионов 
О1 серогруппы корреляцию твиназной активности 
с такими признаками, как вирулентность, место и 
объект выделения, принадлежность к серовару или 
биовару, выявить не удалось [3].

При анализе полученных результатов необходимо 
учитывать штаммовые особенности, а также влияние 
на липолитическую активность субстратов, имеющих 

разную природу (разное количество цепочек жир-
ных кислот в составе молекулы), что наблюдается 
при использовании различных твинов и тритонов. 
Изучение активности этих ферментов в разных экс-
периментальных условиях в зависимости клеточной 
локализации и характеристики исходных штаммов-
продуцентов, может быть полезно не только в аспекте 
основного внутриклеточного метаболизма, но и в 
аспекте установления степени их участия в патогенезе 
холеры и других инфекционных заболеваний. Данные 
в этой области позволят расширить характеристики 
штаммов холерного вибриона и дифференцировать 
их по этому признаку. Штаммы, проявившие высокую 
липолитическую активность, на дальнейших этапах 
могут быть использованы как продуценты этих фер-
ментов с целью их последующего выделения и очист-
ки для конструирования противохолерной вакцины.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые в субклеточных фракциях с помощью зи-
мографических методов обнаружены липолитические 
ферменты, выявлены количественные и качественные 
различия по степени их продукции, субстратной специ-
фичности и активности. Таким образом, зимографиче-
ские методы представляют собой удобный, наглядный 
и простой инструмент, пригодный для сравнительного 
изучения состава и свойств бактериальных гидролаз. 
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