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Металлоэндопептидазы (КФ 3.4.24.4.) отно�
сятся к одному из самых больших и разнообраз�
ных по свойствам классов протеолитических
ферментов. Эти ферменты синтезируются раз�
личными бактериями и, в том числе, описаны у
многих известных патогенов [1–3]. Протеазы мо�
гут разрушать структурные компоненты внекле�
точного матрикса тканей, расщеплять белки ге�
мостаза, вызывать деструкцию тканей и интокси�
кацию [4]. Например, в клетках Klebsiella pneumonia
описаны две цинкзависимые металлоэндопептида�
зы YggG и YpfJ [5, 6]. Гомологи YggG и YpfJ были об�
наружены в таких бактериях, как Shigella, Salmonel�
la, Escherichia, Enterobacter и др. Некоторые штаммы
Enterobacter sakazakii синтезируют внутриклеточ�
ную цинксодержащую металлоэндопептидазу Zpx,
вызывающую округление клеток культуры тканей
[4]. Бактерии Serratia grimesii, описанные ранее как
атипичный штамм Escherichia coli А2 [7], синтезиру�
ют цинксодержащую эндопептидазу гримелизин
(ранее протеаза ECP32), относящуюся к семейству
термолизиноподобных металлоэндопептидаз [8, 9].
Ser. proteamaculans синтезирует металлоэндопеп�
тидазу протеализин, представляющую новую
группу термолизиноподобных протеаз [10]. Пред�
полагают участие гримелизина и протеализина в
инвазии бактерий в клетки эукариот [11, 12]. 

 Сокращение: BLASTP – Basic Local Alignment Search Tool
Protein.
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Morganella morganii, грамотрицательная бакте�
рия семейства Enterobacteriaceae, является возбу�
дителем оппортунистических и госпитальных ин�
фекций, часто плохо поддающихся лечению из�за
устойчивости бактерий к широкому спектру ан�
тибиотиков [13, 14].

Настоящая работа посвящена выделению,
очистке и характеристике внутриклеточной ме�
таллоэндопептидазы M. morganii, расщепляющей
актин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Используя референтную последовательность
гримелизина Ser. grimesii A2 (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/nucleotide/163716943) и программу
BLASTX (поиск белков с использованием транс�
лированной нуклеотидной последовательности),
в геноме M. morganii subsp. morganii KT, штамма
близкородственного M. morganii ZM, провели по�
иск гена, кодирующего термолизиноподобную
металлоэндопептидазу. Обнаруженный гипотети�
ческий белок состоял из 366 а.о. и относился к се�
мейству М4 нейтральных протеаз суперсемейства
глуцинкинов. Молекулярная масса белка (с про�
пептидом) составила 41.7 кДа. Молекулярная масса
гримелизина Ser. grimesii A2 – 32 кДа [9]. Гипотети�
ческая металлоэндопептидаза M. morganii KT иден�
тична гримелизину Ser. grimesii A2 по аминокислот�
ной последовательности на 37%. Низкое сходство
белков M. morganii KT и Ser. grimesii позволяет
предположить, что эндопептидазы различаются
по структуре и свойствам. Для поиска эндопеп�
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тидаз, имеющих более высокое сходство с гипо�
тетической металлоэндопептидазой M. morganii,
провели BLASTP�анализ с использованием ре�
ферентной последовательности YP_007505137.1
(с сервера NCBI). Результаты представлены в
таблице.

Гомологи металлоэндопептидазы встречаются
в геномах представителей разных родов семей�
ства Enterobacteriaceae (Serratia, Pantoea, Dickeya,
Enterobacter, Citrobacter, Salmonella, Klebsiella и не�
которых др.). Однако во всех случаях идентич�
ность аминокислотных последовательностей не
превышала 37–39%. Наиболее близкими гомоло�
гами являются эластаза Ser. marcescens FGI94,
протеализин Ser. proteamaculans 568 и внеклеточ�
ная металлоэндопептидаза растительного патоге�
на Dickeya dadantii 3937. Протеализин Ser. pro�
teamaculans был ранее выделен и детально изучен
[10]. Эта эндопептидаза относится к группе тер�
молизиноподобных металлоэндопептидаз с ко�
ротким N�сигнальным пептидом. 

Выравнивание аминокислотных последова�
тельностей белков�гомологов с последовательно�
стью металлоэндопептидазы (YP_007505137.1)
M. morganii KT (рис. 1) показало, что в последова�
тельности гена M. morganii KT присутствуют
вставки, отсутствующие в генах других металло�
эндопептидаз. В последовательности гипотетиче�
ской металлоэндопептидазы имелся консерва�
тивный мотив HEXXH, входящий в сайт связыва�
ния Zn. Однако состав аминокислот в позиции
ХХ у металлоэндопептидазы M. morganii KT отли�
чается. ХХ�аминокислотные остатки представле�
ны фенилаланином (F) и серином (S), в то время
как в геномах Serratia это – лейцин (L) и аланин
(A), а в металлоэндопептидазе Dickeya dadantii
3937 – лейцин и серин. 

Для подтверждения синтеза металлоэндопеп�
тидазы в клетках M. morganii исследовали протео�
литическую активность этих клеток по расщепле�
нию ряда белковых субстратов – азоказеина, ак�
тина и желатина. В клетках 24� и 48�часовых
культур обнаружили азоказеинрасщепляющую
активность. Протеолитическая активность инги�
бировалась в присутствии о�фенантролина на
70% и не менялась в присутствии фенилметил�
сульфонилфторида – ингибитора сериновых про�
теаз. Результаты ингибиторного анализа и акти�
вация расщепления азоказеина в присутствии
1 мМ Zn+2 (на 50–60%) позволяют сделать вывод,
что в клеточном экстракте M. morganii протеолиз
азоказеина обусловлен активностью металлоэн�
допептидазы. Клеточный экстракт расщеплял
скелетно�мышечный актин даже при разведении
в 8 раз (рис. 2). Характер расщепления глобуляр�
ного актина отличался от гримелизина: протеаза
Ser. grimesii А2 расщепляла глобулярный актин в
единственном сайте между Gly42 и Val43 с образо�

ванием двух фрагментов массой 36 и 8 кДа [15].
Металлоэндопептидаза M. morganii ZM расщеп�
ляла актин неспецифично (рис. 2).

Для того чтобы выявить эндопептидазы, ассо�
циированные с клетками M. morganii ZM, исполь�
зовали метод зимографии с желатином в качестве
субстрата [19]. Из зимограммы видно, что клеточ�
ный экстракт содержал несколько полипептидов
с протеолитической активностью (рис. 3).

Для выделения металлоэндопептидазы из кле�
точного экстракта использовали сульфатаммоний�
ное фракционирование. Белки клеточного экстрак�
та последовательно осаждали сульфатом аммония
при его насыщении 0–20, 20–50 и 50–70%. В полу�
ченных фракциях обнаруживали активность с по�
мощью метода зимографии (рис. 4а). Максималь�
ную активность проявляла фракция, соответству�
ющая 20–50% насыщения сульфатом аммония.
Эту белковую фракцию после диализа использо�
вали для гидрофобной хроматографии на колонке
с фенил�сефарозой. Белок элюировали понижа�
ющимся градиентом сульфата аммония (рис. 5).
На рис. 4б представлена зимограмма фракции с
активностью, чувствительной к о�фенантролину.
На зимограмме видна одна полоса, соответствую�
щая пептиду с молекулярной массой 35 кДа, что
соответствует расчетной молекулярной массе
зрелого продукта гипотетической металлоэндо�
пептидазы M. morganii. 

Таким образом, в клетках бактерий M. morganii
идентифицировали металлоэндопептидазу, рас�
щепляющую актин. Фермент ингибировался
о�фенантролином – специфическим ингибито�

Гомологи гипотетической металлоэндопептидазы
Morganella morganii subsp. morganii KT, найденные в ге�
номах бактерий семейства Enterobacteriaceae

Организм Идентичность, %

M. morganii SC01 96

Ser. marcescens FGI94 39

Dickeya dadantii 3937 39

Ser. proteamaculans 568 37

Ser. grimesii А2 37

Pantoea ananatis LMG 20103 37

Ser. plymuthica 4Rx13 37

Enterobacter sp. SST3 37

Erwinia pyrifoliae Ep1/96 37

Enterobacter cloacae subsp. cloacae 
ATCC 13047

37

Citrobacter rodentium ICC168 37

Salmonella enterica 35

Klebsiella oxytoca 36
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ром металлоэндопептидаз, молекулярная масса
составила 35 кДа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали штамм M. morganii ZM,
предоставленный Божокиной Е.С. (Институт
Цитологии РАН, Санкт�Петербург). Штамм был
идентифицирован на основе биохимических те�
стов и гомологии 16S рРНК.

Биоинформационный анализ нуклеотидных и
аминокислотных последовательностей прово�
дили с использованием программ BLAST,
BLASTX, BLASTP, представленных на сервере
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih). В работе приме�
няли последовательности гримелизина Ser. grimesii
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/163716943)
и гипотетической металлопротеиназы M. morganii
subsp. morganii KT (YP_007505137.1, http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/protein/455738871). Выравнивание ами�
нокислотных последовательной проводили с помо�
щью программ MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/
Tools/msa/muscle/) и BioEdit [16].
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S. p. 568
S. q. A2

Рис. 1. Выравнивание аминокислотной последовательности YP_007505137.1 M. morganii KT относительно последова�
тельностей металлоэндопептидаз бактерий сем. Enterobacteriaceae. M. m. KT – M. morganii KT; S. m. FGI94 – Serratia
marcescens FGI94; D. d. 3937 – Dickeya dadantii 3937; S. p. 568 – Serratia proteamaculans 568; S. g. A2 – Serratia grimesii А2.
Консервативный цинксвязывающий мотив HEXXH выделен рамкой. 

1 2 3 4 5

43 кДа

Рис. 2. Расщепление актина клеточным экстрактом
M. morganii ZM. (1) – Актин; актин после инкубации
в течение 2 ч при комнатной температуре с клеточны�
ми экстрактами без разведения (2) и разведенными в
2 (3), 4 (4), 8 раз (5). 
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Бактерии культивировали на среде LB [17] при
37°C на вибростенде при 200 об/мин. 

Протеолитическую активность выявляли по
расщеплению азоказеина по методу [10]. Время
инкубации клеточного экстракта с субстратом со�
ставляло 60 минут при температуре 37°С.

Расщепление скелетно�мышечного актина [9]
детектировали электрофоретически по методу

Лаэмли [18]. Клеточный экстракт инкубировали с
актином в течение 2 ч при комнатной температу�
ре. Зимографию клеточных экстрактов с исполь�
зованием в качестве субстрата желатина осу�
ществляли по методу [19]. Зимография включала
сополимеризацию желатина с полиакриламид�
ным гелем для обнаружения ферментативной ак�
тивности. После проведения электрофореза SDS
удаляли из геля промывкой Тритон X�100, выдер�
живали в 0.05 М Трис�HCl�буфере, рН 8.2 в тече�
ние 12–18 ч при 37°C. Гель окрашивали Кумасси
бриллиантовым голубым. В месте, где субстрат
был расщеплeн ферментом, проявлялись светлые
полосы на тeмном фоне.

Содержание белка определяли по методу
Бредфорд [20]. 

Выделение фермента из клеточного экстракта
M. morganii ZM проводили с помощью сульфа�
таммонийного фракционирования и гидрофоб�
ной хроматографии на фенил�сефарозе (Pharma�
cia, США). Клетки из 200 мл 48�часовой культуры
осаждали центрифугированием при 13000 g в те�
чение 15 мин. Бактерии отмывали от внеклеточ�
ных белков двукратно, ресуспендируя осадок в
0.05 М Трис�НСl�буфере, рН 7.3. Клетки в 15 мл
0.05 М Трис�НСl�буфера, рН 7.3 разрушали уль�
тразвуком. Клеточный лизат центрифугировали
при 20000 g в течение 20 мин. Полученный супер�
натант использовали как клеточный экстракт для
фракционирования сульфатом аммония с интер�
валом насыщения 20–70%. Сульфатаммонийные
фракции диализовали против 0.05 М Трис�HCl�бу�
фера, рН 7.3 до исчезновения следов сульфата ам�
мония (контроль – 5% раствор BaCl2) и обнару�
живали протеолитическую активность методом
зимографии. На колонку с фенил�сефарозой объ�

35 кДа

Рис. 3. Зимография клеточного экстракта 48�часовой
культуры M. morganii ZM. 

(а) (б)

1 2 3 4

35 кДа

Рис. 4. Зимография белковых фракций клеточного экстракта M. morganii ZM при осаждении сульфатом аммония. (а)–
исходный экстракт (1), фракции осаждения сульфатом аммония при 0–20 (2), 20–50 (3), 50–70% насыщения (4). (б) –
зимография фракции после фенил�сефарозы с протеолитической активностью, чувствительной к о�фенантролину.
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емом 1 мл, уравновешенной 0.05 М Трис�HCl�бу�
фером, рН 7.3, 5 мМ Са2+, содержащим 35% суль�
фат аммония, наносили фракцию с максималь�
ной активностью (20–50% насыщения) в буфере
0.05 М Трис�HCl, рН 7.3, 5 мМ СаCl2,

 содержа�
щем 35% сульфат аммония. Элюцию проводили
тем же буфером с понижением концентрации
сульфата аммония до 10–15%.

Полученные фракции белка диализовали про�
тив 0.05 М Трис�HCl�буфера рН 7.3 с 5 мМ СаCl2. 

Для ингибиторного анализа использовали
о�фенантролин и фенилметилсульфонилфто�
рид (PMSF) (Sigma, США). Клеточный экс�
тракт инкубировали с 5 мМ о�фенантролина
или 2 мМ PMSF в течение 1 ч при 23°C, после че�
го определяли остаточную активность по гидро�
лизу актина и азоказеина.

Для статистического анализа эксперименталь�
ных данных использовали программу Microsoft
Excel. Для описания признаков использовали по�
строения 95%�х доверительных интервалов для
средних.

Статья подготовлена по материалам доклада
на Всероссийской конференции “Протеолитиче�
ские ферменты: структура, функции, эволюция”,
2014. Работа выполнена за счет средств субсидии,
выделенной в рамках государственной поддерж�
ки Казанского (Приволжского) федерального
университета в целях повышения его конкурен�

тоспособности среди ведущих мировых научно�
образовательных центров и поддержана грантом
РФФИ и Правительством Республики Татарстан
(проект № 13�04�97130).
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New Metalloendopeptidase of Morganella morganii ZM

N. M. Zаmaliutdinova, L. F. Minnullina, M. R. Sharipova, A. M. Mardanova #

#Phone: +7 (843) 233�78�56; fax: +7 (843) 233�45�68; e�mail: mardanovaayslu@mail.ru
Kazan (Volga region) Federal University, ul. Kremlevskaya 18, Kazan, 420008 Russia

Proteolytic activity which is inhibited in the presence of o�phenanthroline was found in M. morganii ZM.
Intracellular proteases of M. morganii ZM unlimited split musculoskeletal actin in contrast to
grimelysin. Several proteolitic proteins of M. morganii ZM cells were identified by zymography with gelatin.
Metalloproteinase of M. morganii ZM cell lysate was purified by hydrophobic chromatography
fractionation. The molecular weight of the protein was 35 kDa.
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