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Актуальность. Ферменты с протеолитической и коллагенолитической активностью в последние годы рассматриваются в каче-
стве терапевтических средств, которые могут быть использованы в медицине для лечения различных патологий. Использование 
микроорганизмов в качестве продуцентов этих биологически активных веществ имеет ряд преимуществ. Несмотря на существо-
вание многочисленных исследований, посвященных изучению гидролитической активности различных микроорганизмов, в 
настоящее время поиск новых продуцентов протеиназ и коллагеназ остается актуальной биотехнологической задачей. 
Цель исследования − изучение протеолитической и коллагенолитической активности ранее отобранных мицелиальных грибов 
при глубинном культивировании с использованием модифицированной среды Чапека. 
Материал и методы. Объектами исследования являлись 5 штаммов четырех видов микромицетов из коллекции микроорганиз-
мов ВИЛАР: Aspergillus fumigatus F 22, A. sydowii F 25, Botrytis terrestris F 38, Cladosporium herbarum F 33, 57. Глубинное куль-
тивирование проводили с использованием жидкой модифицированной среды Чапека с частичной заменой сахарозы на коллаген 
(0,5% сахарозы и 1,5% коллагена). В фильтратах культуральной жидкости определяли концентрацию белка, сахарозы, общую 
протеолитическую и коллагенолитическую активность. 
Результаты. Проведенные исследования показали, что в процессе глубинного культивирования исследованные микромицеты 
росли на модифицированных средах с частичной заменой сахарозы на коллаген. Отмечено, что на 3-и − 4-е сутки наблюдалась 
полная утилизация сахарозы из питательной жидкости и начало активного накопления внеклеточных белков. Обнаружено, что 
микромицет A. fumigatus F 22 обладал наибольшей общей протеолитической и удельной протеолитической активностью в про-
цессе культивирования, а также максимальной коллагенолитической активностью секретируемых ферментов.  
Выводы. На основе полученных результатов культура A. fumigatus F 22 выбрана для дальнейших исследований в качестве по-
тенциального продуцента коллагеназ. 
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Ферменты обладают высокой активностью 
обычно в очень низких концентрациях при ис-
пользовании в лабораторных условиях и фарма-
цевтике, что позволяет им играть решающую роль 
в различных биологических процессах, связанных 
с живым организмом, особенно в медицине [1]. В 
последнее время большое внимание уделяется ис-
пользованию терапевтических методов, основан-
ных на малоинвазивных подходах [2, 3]. Коллаге-
назы катализируют химические процессы и раз-
рушают пептидные связи в коллагене. Коллаген − 

фибрилярный белок, соcтавляющий около 30% 
общего белка организма, который содержится в 
коже, сухожилиях, костях, зубах, кровеносных со-
судах, кишечнике, хрящах [4]. Существует более 
26 генетически различных типов коллагенов, ко-
торые характеризуются значительной сложностью 
и разнообразием их конструкции, вариантами 
стыковки, наличием дополнительных, неспираль-
ных доменов и их функции [5, 6]. 

Коллагеназы находят широкое применение в 
медицине. Миграция клеток и ремоделирование 
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коллагена во время восстановления и регенерации 
тканей является важным этапом в процессе зажив-
ления ран, где коллагеназа играет ключевую роль 
[7]. Для улучшения процесса заживления исполь-
зуются мази с коллагеназой, которые осуществля-
ют ферментативную очистку и потенциально об-
легчают процесс эпителизации во время санации 
[8]. Другие потенциальные применения фермента 
включают в себя лечение грыжи межпозвоночного 
диска [9], а также, как показано в доклинических и 
клинических исследованиях, фиброза и цирроз пе-
чени [10], контрактуры Дюпюитрена и болезни 
Пейрони [11], миомы матки [12]. Получение с по-
мощью коллагеназ отдельных клеток из тканей 
печени и поджелудочной железы позволяет ис-
пользовать их для лечения хронического панкреа-
тита и диабета [13]. 

Коллагеназы присутствуют в тканях живот-
ных, микроорганизмах, корнях некоторых растений 
[1, 14]. Однако микроорганизмы в качестве проду-
центов коллагеназ имеют ряд преимуществ: не-
ограниченность источников получения, возмож-
ность экзогенной регуляции, отсутствие прионов, 
относительная простота процессов выделения и 
очистки, возможность генно-инженерных манипу-
ляций [14−17]. Первый коммерческий препарат 
коллагеназ, в том числе для использования в меди-
цине, получен с использованием Clostridium histo-
lyticum [18, 19, 7, 11]. Однако данный микроорга-
низм обладает рядом недостатков, к которым отно-
сится его патогенность и анаэробность. В связи с 
этим поиск новых продуцентов коллагеназ остается 
актуальной биотехнологической задачей. Ранее ав-
торами на основании оценки скоростей роста и ин-
дексов лизиса коллекционных штаммов при по-
верхностном культивировании на средах с заменой 
сахарозы на коллаген были отобраны 5 культур для 
проведения их детального изучения [20].  

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − изучение 
протеолитической и коллагенолитической актив-
ности отобранных грибов в процессе глубинного 
культивирования на модифицированной среде 
Чапека. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Объект исследования – 5 штаммов четырех 

видов микромицетов из коллекции микроорганиз-
мов ФГБНУ ВИЛАР: Aspergillus fumigatus F 22, A. 
sydowii F 25, Botrytis terrestris F 38, Cladosporium 
herbarum F 33, 57. Состав агаризованной пита-
тельной среды Чапека для выращивания спорового 

материала культур (%): NaNO3 − 0,2; KH2PO4 − 0,1; 
MgSO4×7H2О − 0,05; KCl − 0,05; FeSO4×7H2O − 
0,001; CaCO3 − 0,3; сахароза − 2; агар – 2. 

При проведении глубинного культивирования 
посевным материалом служила суспензия спор дей-
теромицетов (108 спор на 100 мл среды). Культиви-
рование осуществляли в колбах вместимостью 300 
мл с 100 мл питательной среды на качалке при 
скорости вращения 220 об/мин при 26 °С с ис-
пользованием жидкой модифицированной среды 
Чапека с частичной заменой сахарозы на коллаген 
(0,5% сахарозы и 1,5% коллагена). Через каждые 
сутки отбирали пробы, которые пропускали через 
мембранный фильтр Minisart NLM (Sartorius) с 
диаметром пор 0,2 мкм. В фильтратах культураль-
ной жидкости определяли концентрацию белка по 
Лоури, сахарозы с антроновым реактивом [21], 
общую протеолитическую (ПЕ) и коллагенолити-
ческую активность (КЛА). 

Определение общей протеолитической ак-
тивности анализировали по методу Ансона [21] 
следующим образом: к фильтрату культуральной 
жидкости (1 мл) определенного разведения прили-
вали 1 мл 1%-ного казеина по Гаммерстену (АО 
«Вектон») в 0,2 М фосфатном буфере (рН 7,2). 
Смесь инкубировали 10 мин с перемешиванием в 
термостате при 37 °С. Затем приливали 2 мл 10%-
ной трихлоруксусной кислоты и оставляли в тех 
же условиях на 20 мин. Осадок пропускали через 
обеззоленный фильтр. Оптическую плотность за-
меряли на спектрофотометре «Shimadzu MPS – 
2000» (Япония) при длине волны 275 нм. Контро-
лем служил раствор воды и 1%-ного казеина, в 
равных пропорциях.  

Протеолитическую активность рассчитывали 
по следующей формуле:  

ПЕ = А × N × 4/1286 × 10 [21],  
где ПЕ − протеолитическая активность; А – опти-
ческая плотность; N – разведение, 4 мл общий 
объем пробы; 10 – время гидролиза; 1286 – коэф-
фициент поглощения тирозина.  

Удельную протеолитическую активность на-
ходили как отношение ПЕ на миллиграмм белка.  

Для определения КЛА к 1 мл супернатанта 
приливали 1 мл 1%-ной суспензии коллагена (кол-
лаген тип I, Sigma-Aldrich, США) в 0,01 М фос-
фатном буфере рН 7,4, содержащем 0,2 мкМ 
CaCl2. Длительность проведения гидролиза соста-
вила 3−5 ч при температуре 37 °С. Контролем 
служили смесь 1 мл воды и 1 мл 1%-ной суспен-
зии коллагена (контроль субстрата) в том же бу-
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фере, а также смесь 1 мл супернатанта культураль-
ной жидкости с 1 мл воды (контроль фермента). 
После инкубации реакцию останавливали кипяче-
нием в течение 20 мин. Осадок отделяли центрифу-
гированием на центрифуге К-24 при 4 °С и 6000 
об/мин. В надосадочной жидкости КЛА определяли 
по накоплению α-аминогрупп с использованием 
нингидринового реактива [22]. Удельную коллаге-
нолитическую активность рассчитывали как отно-
шение КЛА на миллиграмм белка. 

Статистическую обработку результатов про-
водили на персональном компьютере с помощью 
пакета статистических программ Microsoft Office 
Excel 2010, рассчитывая доверительные интервалы 
для уровня значимости p ≤ 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
На первом этапе исследования изучалось изме-

нение концентрации сахарозы и белка в фильтратах 
культуральной жидкости микромицетов (рис. 1). 

Предполагается, что активная секреция про-
теолитических и коллагенолитических ферментов 
может начаться только после утилизации легко 
метаболизируемого углевода – сахарозы. Действи-
тельно, для всех исследованных культур показано, 
что к 3-м – 4-м суткам углевод в фильтратах не 
определялся, и с этого момента наблюдалась ак-
тивное накопление внеклеточного белка.  

На всех этапах культивирования минималь-
ная концентрация белка в культуральной жидко-
сти отмечалась у B. terrestris F 38, а максимальная 
− у двух штаммов Cl. herbarum F 33, 57. У двух 
исследованных аспергилл фиксировались проме-
жуточные значения концентрации белка. У A. fu-
migatus F 22 и B. terrestris F 38 максимальные зна-
чения содержания белка в фильтратах были обна-
ружены на 7-е сутки, тогда как у представителей 
кладоспориум они были зафиксированы в конце 
культивирования (9-е сутки), а у A. sydowii F 25 – в 
начале (3-и сутки). 

  

 
Рис. 1. Изменение концентрации белка и сахарозы в фильтратах при культивировании микромицетов  

 
Рис. 2. Изменение общей протеолитической активности в фильтратах при культивировании микромицетов 
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Проведенные исследования показали, что для 
трех их пяти культур на всех этапах культивиро-
вания фиксировалась протеолитическая актив-
ность по отношению к казеину (рис. 2). Исключе-
ние составляли два клостридиальных штамма, у 
которых на 3-и сутки протеолитическая актив-
ность не обнаружена. Максимальная активность 
наблюдалась у A. fumigatus F 22, которая стати-
стически значимо (p ≥ 0,95) превышала аналогич-
ные показатели у других культур. Минимальная 
активность зафиксирована для одного из штаммов 
Clostridium F 33 с 4-х по 9-е сутки. 

Аналогичные закономерности были обнару-
жены и при анализе удельной протеолитической 
активности грибов (рис. 3). С 3-х по 5-е и на 7-е 
сутки культивирования удельная протеолитиче-

ская активность A. fumigatus F 22 была статисти-
чески значимо (p ≥ 0,95) выше, чем аналогичные 
показатели у других культур.  

На 6-, 8- и 9-е сутки удельная протеолитиче-
ская активность аспергилл и B. terrestris отлича-
лась незначительно. На всех этапах культивирова-
ния минимальные показатели зафиксированы у 
двух штаммов рода Cladosporium. 

Можно видеть, что максимальная общая и 
удельная протеолитическая активность были от-
мечены у культуры A. fumigatus F 22 (табл. 1), ко-
торые фиксировалась на ранних сроках культи-
вирования − 3-и и 4-е сутки соответственно.  
Аналогичные показатели других грибов были зна-
чительно ниже и наблюдались на более поздних 
этапах. 

 
Рис. 3. Изменение удельной протеолитической активности в фильтратах при культивировании микромицетов 

Таблица 1. Максимальная протеолитическая активность (ПЕ) микромицетов  
в процессе глубинного культивирования 

№ штамма ПЕ/мл·10−2 Время, сутки ПЕ/мг·10−2 Время, сутки 

F 22 101±9 3 73±6 4 

F 25 38±4 8 37±4 8 

F 38 30±3 6 45±5 9 

F 33 18±2 6 35±4 6 

F 57 28±3 7 13±2 6 

Талица 2. Коллагенолитическая активность микромицетов при глубинном культивировании  
на модифицированной среде 

Культура КЛА, мМ/мл·ч УКА, мМ/мг·ч 

A. fumigatus F 22 8,15±0,82 1,24±0,10 

A. sydowii F 25 5,15±0,41 0,68±0,10 

B. terrestris F 38 5,35±0,53 1,16±0,08 

Cl. herbarum F 33 1,45±0,20 0,08±0,01 

Cl. herbarum F 57 3,05±0,31 0,18±0,02 
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Поскольку для индукции синтеза протеоли-
тических ферментов в проведенных эксперимен-
тах использовался коллаген, можно предполагать, 
что секретируемые в культуральную жидкость 
протеазы способны обладать и коллагенолитиче-
ским эффектом. Для проверки этого предположе-
ния было проведено определение коллагенолити-
ческой (КЛА) и удельной коллагенолитической 
активности (УКА) в фильтратах культуральной 
жидкости (табл. 2).  

Проведенные исследования показали, что все 
грибы при росте на модифицированных средах с 
частичной заменой сахарозы на коллаген секрети-
ровали коллагенолитические ферменты. При этом 
максимальная ферментативная активность зафик-
сирована у культуры A. fumigatus F 22, что делает 
этот микромицет перспективным для дальнейших 
исследований в качестве продуцента коллагеназ. 

ВЫВОДЫ 
1. Показано, что в процессе глубинного культи-

вирования исследованные микромицеты рос-
ли на модифицированных средах с частичной 
заменой сахарозы на коллаген. 

2. Отмечено, что на 3-и − 4-е сутки наблюдалась 
полная утилизация сахарозы из питательной 
жидкости и начало активной накопления вне-
клеточных белков. 

3. Обнаружено, что микромицет A. fumigatus F 22 
обладал наибольшей общей и удельной про-
теолитической активностью в процессе куль-
тивирования, а также максимальной коллаге-
нолитической активностью секретируемых 
ферментов, что делает указанную культуру 
перспективной для дальнейших исследований. 
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Relevance. Enzymes with proteolytic and collagenolytic activity have been considered in recent years as therapeutic agents that can 
be used in medicine for the treatment of various pathologies. The use of microorganisms as producers of these biologically active sub-
stances has a number of advantages. Despite the existence of numerous studies devoted to the study of the hydrolytic activity of vari-
ous microorganisms, the search for new producers of proteinases and collagenases remains an urgent biotechnological task. 
Objective. To study the proteolytic and collagenolytic activity of previously selected mycelial fungi during deep cultivation using a 
modified Chapek medium. 
Material and methods. The objects of the study were 5 strains of 4 species of micromycetes from the VILAR microorganisms collec-
tion: Aspergillus fumigatus F 22, A. sydowii F 25, Botrytis terrestris F 38, Cladosporium herbarum F 33, 57. Deep cultivation was car-
ried out using a liquid modified medium Chapek with partial replacement of sucrose for collagen (0.5% sucrose and 1.5% collagen). 
The concentration of protein, sucrose, total proteolytic and collagenolytic activity were determined in the filtrates of the culture fluid. 
Results. The conducted studies have shown that in the process of deep cultivation, the studied micromycetes grew on modified media 
with partial replacement of sucrose with collagen. It was noted that on 3-4 days there was complete utilization of sucrose from the nu-
trient fluid and the beginning of active accumulation of extracellular proteins. It was found that the micromycete A. fumigatus F 22 had 
the highest proteolytic, specific proteolytic activity during cultivation, as well as the maximum collagenolytic activity of secreted en-
zymes. 
Conclusions. Based on the results obtained, the culture of A. fumigatus F 22 was selected for further research as a potential colla-
genase producer. 
Key words: mycelial fungi, proteolytic and collagenolytic activity, deep cultivation. 
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ЛЕКАРСТВЕННОГО РАСТИТЕЛЬНОГО СЫРЬЯ. АТЛАС 
Авторы: Е.А. Коняева, О.Г. Алентьева, О.Л. Сайбель,  

Т.Д. Даргаева, О.Г. Потанина, П.Г. Мизина  
В настоящем атласе представлено описание морфологических и анатомических признаков некоторых 
новых видов лекарственного растительного сырья различных морфологических групп. Данные при-
знаки имеют диагностическое значение и позволяют устанавливать подлинность этих видов сырья. 
Изучение морфолого-анатомического строения сырья проведено в отделе фитохимии и стандартиза-
ции Центра химии и фармацевтической технологии Федерального государственного бюджетного науч-
ного учреждения «Всероссийский научно-исследовательский институт лекарственных и ароматических 
растений» (ФГБНУ ВИЛАР) при участии Центра коллективного пользования (Научно-образовательный 
центр) Федерального государственного автономного образовательного учреждения высшего образова-
ния «Российский университет дружбы народов» ЦКП (НОЦ) ФГАОУ ВО РУДН. В атласе приведено 519 
оригинальных рисунков в виде фотографий анатомо-диагностических признаков сырья лекарственных 
растений. Атлас может служить справочным материалом для научных сотрудников, занимающихся 
изучением лекарственных растений, преподавателей, аспирантов и студентов фармацевтического и 
биологического профиля. 
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