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Выделена новая цинкзависимая металлоэндопептидаза Bacillus intermedius (MprBi) из культуральной жид�
кости рекомбинантного штамма Bacillus subtilis. Установлена аминокислотная последовательность гомоген�
ного белка методом масс�спектрометрии MALDI�TOF. Определена N�концевая аминокислотная последо�
вательность зрелого белка – ASTGSQKVTV. Определены физико�химические свойства фермента, его суб�
стратная специфичность. Молекулярная масса металлопротеиназы равна 19 кДа, Km = 0,06 мМ, kcat = 1210 с–1,
изоэлектрическая точка – 5,4. Изучено влияние на активность фермента различных ингибиторов и ионов
металлов. На основе анализа аминокислотной последовательности расширенного мотива активного центра
и Met�поворота, а также свойств белка сделано заключение, что бактериальная металлопротеиназа MprBi
относится к астациноподобным эндопептидазам клана метцинкинов. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: металлопротеиназа, астациноподобная протеиназа, метцинкины, Bacillus subtilis,
Bacillus intermedius.

Большинство металлоэндопептидаз являют�
ся цинкзависимыми (цинкины) и содержат в ак�
тивном центре высококонсервативную после�
довательность HEXXH с двумя остатками гисти�
дина в качестве цинковых лигандов. В зависи�
мости от положения третьего цинкового лиган�
да цинкины классифицируют как глуцинкины
(НЕХХН + Е), аспцинкины (НЕХХН + D) и
метцинкины (HEXXHXXGXXH/D + Met�пово�
рот) [1]. Характерным признаком метцинкинов
является расширенный мотив активного центра
и присутствие консервативного остатка метио�
нина в 1,4�β�петле, называемой Met�поворотом.
В свою очередь, метцинкины делят на семейства
астацинов, серрализинов, матриксинов и адама�
лизинов/репролизинов [1]. Несмотря на боль�
шое различие последовательностей, эти фер�
менты имеют схожую третичную структуру ка�
талитического домена [2]. В их активном центре
имеются три гистидиновых остатка (цинковые

лиганды), а также остатки глутамата и глицина,
которые играют важную роль в осуществлении
каталитического акта. Тирозиновый остаток
Met�поворота у астацинов и серрализинов вы�
полняет роль «тирозинового переключателя»,
являясь пятым цинковым лигандом и ответ�
ственным за субстратное связывание и/или ста�
билизацию переходного состояния во время ка�
тализа [3]. У представителей семейств матрик�
синов и адамализинов/репролизинов в Met�по�
вороте тирозиновый остаток заменен на пролин
и активация этих ферментов происходит по ме�
ханизму «цистеинового переключателя» [4].

Эукариотические метцинкины, как правило,
являющиеся мультидоменными белками, содер�
жат кроме каталитического домена на С�конце
молекулы и другие домены. Исключение сос�
тавляет астацин (20,3 кДа), впервые выделен�
ный из пищеварительного тракта речного рака
Astacus astacus L, зрелая форма которого предс�
тавляет протеазный домен из 200 аминокислот�
ных остатков (а.о.) с N"концевым аланином [5].
Астацин синтезируется как неактивный пред�
шественник с сигнальным пептидом и пропеп�
тидом на N�конце каталитического домена.
Описана единственная бактериальная астаци�
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ноподобная эндопептидаза флавастацин Flavo"
bacterium meningosepticum, в последовательности
которой содержится высококонсервативный цинк�
связанный мотив активного центра HELMHAI�
GFYH и Met�поворот SVMMY с остатком тиро�
зина [6]. Бактериальные серрализины также
синтезируются как зимогены с пропептидом на
N�конце, однако, секреторный сигнал находит�
ся в С�концевой области [1].

Эукариотические метцинкины играют важ�
ную роль в эмбриональном развитии и диффе�
ренцировке тканей, вовлечены в иммунные ре�
акции, в развитие патологических состояний
(ревматоидных артритов, воспалительных про�
цессов, атеросклероза, онкологических заболе�
ваний), способствуют миграции клеток, играют
важную роль в органогенезе, деградации тканей,
а также при делении, проникновении и метаста�
зировании раковых клеток [1, 2].

Функциональная значимость этих фермен�
тов диктует необходимость их исследования, в
том числе в качестве потенциальных лекар�
ственных средств. На этом пути особый интерес
представляют бактериальные белки, аналоги эу�
кариотических метцинкинов, являющиеся не
только идеальной моделью для фундаменталь�
ных исследований, но и обладающие высоким
потенциалом практического применения. По�
иск, выделение и изучение бактериальных мет�
цинкинов стали возможны с развитием постге�
номных технологий, поскольку микроорганиз�
мы синтезируют следовые количества этих фер�
ментов и их выделение связано с проблемой
клонирования и повышения эффективности
экспрессии. Целью работы является разработка
эффективного метода получения гомогенного
препарата секретируемой цинкзависимой ме�
таллопротеиназы B. intermedius из рекомбинант�
ного штамма B. subtilis и изучение свойств гомо�
генного белка.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали мультикопийную
плазмиду рSA1, производную плазмиды рСМ4,
которая несет вставку геномной ДНК B. inter"
medius размером 1000 пар нуклеотидов (1 т.п.о.) с
геном секретируемой металлопротеиназы (mprBi),
GenBank accession number EU678894. Штаммом�
реципиентом являлся штамм B. subtilis BG 2036,
в геноме которого делетированы гены внеклеточ�
ных протеаз (Δapr, Δnpr), любезно предоставлен�
ный проф. E. Ferrarri (Genencor Int. Inc., USA). 

Трансформацию клеток B. subtilis плазмид�
ной ДНК проводили по методу Anagnostopolous
и Spizizen [7]. Культивирование рекомбинант�

ного штамма проводили на среде, описанной
ранее, на вибростенде («B. Braun», Германия) в
течение 30 ч при 200 об/мин [8]. Отношение
объема среды к объему колбы составляло 1 : 5.
Культуральную жидкость освобождали от кле�
ток центрифугированием в течение 20 мин при
10 000 g.

Протеолитическую активность металлопро�
теиназы определяли по расщеплению азоказеи�
на [9, 10]. Измерение проводили на спектрофото�
метре («Bio�Rad», США) при длине волны 450 нм.
За единицу активности принимали количество
фермента, гидролизующее в условиях экспери�
мента 1 мкг субстрата за 1 мин. 

Белок определяли спектрофотометрически,
принимая поглощение раствора белка с конце�
нтрацией 1 мг/мл в кювете толщиной 1 см при
280 нм равным одной оптической единице. Так�
же проводили определение концентрации белка
по методу Бредфорд [11].

Выделение металлопротеиназы B. intermedius
проводили из 1 л культуральной жидкости ре�
комбинантного штамма B. subtilis с помощью
дробного фракционирования сульфатом аммония
в интервале насыщения 0,2–0,7. Сульфатаммо�
нийную фракцию диализовали против 0,05 М
буфера Tris�HCl, рН, 7,3, до исчезновения сле�
дов сульфата аммония. Очистку фермента про�
водили на колонке с бутил�сефарозой «HiTrap»
(«Pharmacia»). Для осуществления связывания
металлопротеиназы с бутил�сефарозой в раст�
вор фермента необходимо внести сульфат аммо�
ния до концентрации, близкой к той, при кото�
рой фермент теряет активность и выпадает в
осадок (35%). Колонку с бутил�сефарозой урав�
новешивали с буфером 0,05 М Tris�HCl, рН 7,3,
содержавшим 5 мМ Са2+ и 35%�ный сульфат ам�
мония. Фермент перед нанесением на колонку
диализовали против этого буфера. Элюцию фер�
мента с колонки проводили тем же буфером с
понижением концентрации сульфата аммония
до 20–15%. Полученные фракции собирали и
диализовали против 0,05 М буфера Tris�HCl,
рН 7,3, с 5 мМ Са2+.

Степень чистоты полученных препаратов
определяли электрофорезом в 12,5%�ном ПААГ
в присутствии Ds�Na по методу Лэммли [12].
Окраску проводили двумя красителями:
Сoomassie brilliant blue G�250 («Serva») и раство�
ром ZnCl2. При использовании второго способа
окрашивания, чувствительность которого около
30 нг белка [13], гель предварительно выдержи�
вали в течение 10 мин в 0,2 М растворе имидазо�
ла, а затем переносили в 0,3 М раствор ZnCl2.
Для приготовления обоих растворов использо�
вали деионизированную воду. Молекулярную
массу фермента определяли электрофоретичес�
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ки, используя маркерные белки фирмы «Sigma»
(США), (кДа): БСА (66), овальбумин (45), папа�
ин (20,6), лизоцим (14,4).

Для выяснения влияния ингибиторов на ак�
тивность металлопротеиназы препарат фермен�
та выдерживали в присутствии реагента в тече�
ние 1 ч при комнатной температуре, после чего
определяли остаточную активность по гидроли�
зу азоказеина. Остаточную активность выража�
ли в процентах относительно активности в отсу�
тствие ингибиторов в реакционной смеси. В ра�
боте использовали: специфический ингибитор
сериновых протеиназ PMSF, ингибиторы метал�
лопротеиназ ЭДТА и 1,10�фенантролин, а также
pCMB, HgCl2 и белковый ингибитор трипсина.
Ингибиторы добавляли к раствору фермента до
конечных концентраций 0,5 мМ и 5 мМ. 

Гомогенный препарат белка анализировали с
помощью метода масс�спектрометрии MALDI�
TOF. Металлопротеиназу обрабатывали трипси�
ном по методу, предлагаемому фирмой «Sigma�
Aldrich» (www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/
Sigma/General_Information/maldi_tof_ms_analy�
sis.Par.0001.File.tmp/maldi_tof_ms_analysis.pdf).
Полученные пептиды идентифицировали на масс�
спектрометре Vision 2000 TOF (ThermoBioanalysis,
Великобритания). Данные обрабатывали с по�
мощью программ Peptide Mass Fingerprint (www.
matrixscience.com) и Peptide Mass (www.expasy.
net/tools/peptide�mass.html). 

N"концевую аминокислотную последова�
тельность белка определяли методом Эдмана на
приборе Model 816 Protein Sequences («Гиссен»,
Германия) с использованием анализатора 120А
РТН (Applied Biosystems, США). Положение
сигнального пептида определяли путем анализа
нуклеотидной последовательности гена mprBi
при помощи программы SignalP 3.0 (www.cbs.
dtu.dk/services/SignalP).

Константу Михаэлиса Km определяли по
гидролизу азоказеина путем построения графи�
ка в координатах Лайнуивера–Бэрка. Изоэлект�
рическую точку фермента определяли на основе
аминокислотной последовательности с исполь�
зованием программы «ProtParam» (www.expasy.
net/cgi�bin/protparam).

Субстратную специфичность металлопроте�
иназы определяли по гидролизу синтетических
субстратов Dnp�Ala�Ala�Leu�Arg�NH2, Dnp�Gly�
Gly�Phe�Arg, Dnp�Gly�Gly�Ile�Arg, Dnp�Gly�
Gly�Lys, Dnp�Gly�Gly�Leu�Arg, Dnp�Ala�Ala�
Val�Arg по методу Люблинской и др. [14]. За еди�
ницу активности принимали количество фер�
мента, которое в данных условиях гидролизует
1 мкмоль субстрата за 1 мин. Анализ пептидов,
полученных при гидролизе В�цепи окисленного
инсулина, проводили с помощью метода масс�

спектрометрии MALDI�TOF (http:/expasy.net/
tools). Активность металлопротеиназы в гидро�
лизе казеина по Гаммерстену («Sigma», США) и
яичного альбумина («Sigma», США) определяли
по методу Каверзневой, используя 2%�ный
раствор соответствующего субстрата в 0,1 М бу�
фере Tris�HCl, рН 9,0 [15]. За единицу активнос�
ти принимали количество фермента, необходи�
мое для образования 1 мкМ тирозина за 1 мин
на 1 мл ферментного раствора. 

При изучении влияния ионов двухвалент�
ных металлов на активность металлопротеиназы
использовали хлориды кальция, магния, ко�
бальта, меди и никеля в конечной концентрации
от 1 до 20 мМ, хлорид цинка – в конечной кон�
центрации от 0,01 до 20 мМ. К ферментному
раствору добавляли растворы двухвалентных
металлов и выдерживали при комнатной темпе�
ратуре в течение 15 мин, затем определяли ак�
тивность фермента по гидролизу азоказеина и
выражали в процентах относительно активнос�
ти фермента в отсутствие ионов металлов. 

рН�Оптимум активности фермента опреде�
ляли по гидролизу азоказеина в 0,05 М буфере
Tris�HCl, рН 7,3, с 5 мМ Са2+ в интервале рН от
7,2 до 9,5. Для определения рН�стабильности
проводили инкубацию растворов белка с рН от
7,2 до 9,5 в том же буфере в течение 24 ч при
комнатной температуре, далее добавляли раст�
вор субстрата и определяли активность как опи�
сано выше.

Температурный оптимум фермента в 0,05 М
HCl�буфере, рН 8,0, с 5 мМ Са2+ определяли по
гидролизу азоказеина как описано выше, при
температуре от 22 до 70°. Для изучения термос�
табильности растворы ферментов в 0,05 М Tris�
HCl�буфере, рН 8,0, с 5 мМ Са2+ предваритель�
но инкубировали при температурах от 22 до 70° в
течение 40 мин, затем добавляли раствор
субстрата и определяли активность при 37° как
описано выше.

Для статистического анализа эксперименталь�
ных данных использовали программу Microsoft
Excel. Для описания и сравнения признаков ис�
пользовали построения 95%�ных доверитель�
ных интервалов для средних величин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Было изучено накопление протеолитичес�
кой активности в культуральной жидкости ре�
комбинантного штамма B. subtilis, несущего
плазмиду с геном металлопротеиназы B. inter"
medius. Максимальная активность обнаружена
нами после 30�часового роста культуры, тогда
как в культуральной жидкости бесплазмидного
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штамма активность определялась в следовых
количествах на протяжении всего времени куль�
тивирования.

Выделение фермента из культуральной жид�
кости 30�часовой культуры рекомбинантного
штамма проводили с использованием дробного
осаждения сульфатом аммония в интервале на�
сыщения 0,2–0,7. В диализате сульфат аммо�
нийной фракции удельная активность фермента
повысилась в 20 раз по сравнению с культураль�
ной жидкостью, выход целевого белка составил
54% (табл. 1). Для получения гомогенного фер�
мента использовали хроматографию на колонке
с гидрофобным носителем бутил�сефарозой.
Фермент элюировали с колонки при концентра�
ции сульфата аммония 20–15% (рис. 1). В ре�
зультате хроматографии удельная активность
фермента повысилась почти в 350 раз, выход
составил 11,3% (табл. 1).С помощью электрофо�
реза белка в присутствии Ds�Na было установле�
но, что после хроматографии на колонке с бу�
тил�сефарозой нами получен гомогенный белок
(рис. 2, дорожка 3), тогда как диализат сульфат
аммонийной фракции содержал несколько бел�
ковых полос (рис. 2, дорожка 2). Молекулярная
масса металлопротеиназы, определенная элект�
рофоретически, составила 19 кДа.

Таким образом, для получения гомогенного
препарата протеиназы MprBi мы использовали
две стадии очистки, тогда как при выделении
внеклеточных металлопротеиназ часто исполь�
зуют от 3 до 5 стадий, включая осаждение белка
сульфатом аммония, ультрафильтрацию, клас�
сическую ионообменную и аффинную хрома�
тографию. Большое количество стадий очистки
ведет к потере выхода конечного продукта. Раз�
работанная нами методика позволила умень�
шить затраты времени на очистку фермента и
получить гомогенный белок с выходом более 10%.

Изучение влияния различных ингибиторов
на активность металлопротеиназы показало, что
фермент не ингибируется PMSF и белковым ин�
гибитором трипсина, но практически пол�
ностью его активность подавляется 1,10�фена�
нтролином, а также высокими концентрациями

ЭДТА, что подтверждает принадлежность фер�
мента к классу металлопротеиназ (табл. 2). Вы�
сокие концентрации pCMB почти полностью
ингибируют активность фермента, что позволи�
ло предположить наличие остатка цистеина в
молекуле белка.

С помощью метода MALDI�TOF�спектро�
метрии нами была установлена аминокислотная
последовательность полученного гомогенного
белка MprBi (рис. 3). N�концевая последова�
тельность белка, полученная методом Эдмана,
содержит 10 аминокислот ASTGSQKVTV с N�кон�
цевым аланином. Установлено, что аминокис�
лотная последовательность металлопротеиназы
идентична последовательности аминокислот,
полученной на основании последовательности
нуклеотидов секвенированного нами гена mprBi
(GenBank accession number EU678894). Анализ
последовательности гена позволил установить,
что сигнальный пептид расположен на N�конце
белка. В аминокислотной последовательности
MprBi мы идентифицировали фрагмент с кон�
сервативными аминокислотными остатками

Выход, %

100

54

11,3

Таблица 1. Выделение и очистка металлопротеиназы MprBi из культуральной жидкости рекомбинантного штамма B. Subtilis

Удельная активность, ед/мг

0,05

1,03

17,4

Белок, мг

11 400 

312

3,8

V, мл

760

24

70

Стадия очистки

Культуральная жидкость

Диализ сульфатаммонийной фракции

Хроматография на бутил�сефарозе

Ингибитор

PMSF

ЭДТА

1,10�Фенантролин

pCMB

HgCl2

Белковый ингибитор 
трипсина

0,5 мМ
ингибитор

94

96

5,8

94

51

97

5 мМ
ингибитор

91

5,7

0

1,9

40

100

Таблица 2. Влияние ингибиторов ферментов на активность
металлопротеиназы B. intermedius

Остаточная активность, %
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(выделены полужирным шрифтом) HEVGHNF�
GLPH, структура которого позволила отнести
эндопептидазу MprBi к классу цинкзависимых
металлопротеиназ (рис. 4). В этом фрагменте
содержатся три гистидиновых остатка His126,
His130 и His136, остаток глутамата Glu127, рас�
положенный рядом с первым гистидином, и ос�
таток глицина Gly133 между вторым и третьим
гистидиновыми остатками. Все они характерны
для расширенного мотива активного центра се�
ми семейств клана метцинкинов [16]. 

В аминокислотной последовательности эн�
допептидазы MprBi обнаружен единственный
остаток метионина (Met147) вблизи остатка ти�
розина (Tyr149). Наличие этих остатков в зрелой
молекуле MprBi позволяет сделать предположе�
ние о том, что фрагмент CLMNY представляет
собой структуру Met�поворота, локализованно�
го на расстоянии 8 а.о. от С�конца расширенно�
го мотива активного центра. В связи с этим, по�
лученная нами цинкзависимая металлоэндо�
пептидаза MprBi может быть отнесена к клану
метцинкинов. Известно также, что тирозино�
вый остаток в структуре Met�поворота характе�
рен только для семейств астацинов и серрализи�
нов [17–19]. В семействах матриксинов и адама�
лизинов/репролизинов этот остаток почти всег�
да заменен на нефункциональный пролин, не
принимающий участия в каталитическом акте.
Следует отметить, что бактериальные серрали�

зины секретируются как зимогены с N�конце�
вым пропептидом, но секреторный сигнал лока�
лизован на С"конце [1]. Тот факт, что протеина�
за MprBi синтезируется с сигнальным пептидом
на N�конце молекулы фермента, а также нали�
чие консервативного остатка Tyr149 в Met�пово�
роте дает нам основание предполагать, что эн�
допептидаза MprBi относится к семейству аста�
циноподобных пептидаз. Однако следует отме�
тить, что в протяженном мотиве активного
центра MprBi рядом с третьим цинковым лиган�
дом His136 в структуре белка находится остаток
аспартата Asp137, тогда как у астациноподобных
пептидаз в этом участке идентифицирован оста�
ток глутамата (рис. 4). В астациноподобных эн�
допептидазах остаток глутамата (Glu103) (нуме�
рация по астацину) ориентирован с помощью
молекулы воды таким образом, что образует с
N�концевым Ala1 солевой мостик, стабилизиру�
ющий молекулу фермента. По мнению некото�
рых исследователей образование солевого мос�
тика между Glu103 и Ala1 является настолько
важным для стабилизации белковой глобулы,
что глутамат Glu103 часто относят к каталити�
ческим аминокислотным остаткам, входящим в
активный центр фермента [20–22]. Остаток ас�
партата Asp137 в этом участке активного центра

Рис. 1. Хроматография на бутил�сефарозе. Сплошная ли�
ния – активность белка по гидролизу азоказеина; штрихо�
вая линия – концентрация сульфата аммония
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характерен для всех известных представителей
семейства репролизинов, т.е. мотив активного
центра MprBi по 12 каталитически важным ами�
нокислотным остаткам полностью совпадает с
мотивом активного центра репролизинов. Та�
ким образом, учитывая этот факт, а также нали�
чие консервативного остатка Tyr149 в Met�пово�
роте эндопептидазы MprBi, который отсутствует
в Met�повороте репролизинов, мы предполага�

ем, что бациллярная металлоэндопептидаза
MprBi занимает промежуточное положение
между ферментами семейств астацинов и репро�
лизинов.

Константа Михаэлиса Km для фермента сос�
тавила 0,06 мМ, каталитическая константа kcat

равна 1210 с–1. Изоэлектрическая точка метал�
лопротеиназы составляет 5,4. рН�Оптимум ак�
тивности металлопротеиназы в 0,05 М буфере

Рис. 3. Аминокислотная последовательность зрелого белка MprBi. Полужирным шрифтом отмечены первые 10 амино�
кислот на N�конце зрелого белка (ASTGSQKVTV). Рамками выделены мотив активного центра и Met�поворот

Рис. 4. Мотив активного центра и Met�поворот различных представителей семейства астацинов и репролизинов [22]
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Tris�HCl с 5 мМ Са2+ соответствует 8,0, что ука�
зывает на то, что исследуемый фермент относит�
ся к группе щелочных металлопротеаз (рис. 5, а).
Белок стабилен в интервале рН от 7,2 до 9,0
(рис. 5, б). Температурный оптимум фермента
соответствует 50–55° (рис. 6, а). Белок проявля�
ет стабильность в интервале температур от 22 до
55° (рис. 6, б).

Была исследована специфичность металлоп�
ротеиназы MprBi по гидролизу синтетических
хромогенных субстратов (табл. 3). Металлопро�
теиназа MprBi гидролизует синтетические тет�
рапептиды интенсивнее, чем трипептиды; веро�
ятно, более длинные субстраты быстрее связы�
ваются с активным центром фермента [23, 24].
Амид синтетического тетрапептида практичес�
ки также хорошо гидролизуется ферментом, как
и тетрапептиды с карбоксильной группой, и
лишь гидролиз тетрапептида Dnp�Gly�Gly�Phe�
Arg идет с низкой скоростью. Металлопротеи�
наза не проявляет строгой субстратной специ�
фичности, так как спектр аминокислотных ос�
татков, образующих гидролизуемую пептидную
связь, достаточно широк.

Определена также специфичность металлоп�
ротеиназы в гидролизе В�цепи окисленного ин�
сулина. Данные масс�спектрометрии при изуче�
нии продуктов расщепления подтвердили, что
фермент не проявляет предпочтения к опреде�
ленным аминокислотам расщепляемой пептид�
ной связи (рис. 7), что свидетельствует о широ�
кой субстратной специфичности протеиназы
MprBi. В то же время эндопептидаза PrtA из па�
тогенного насекомого Photorhabdus luminescens,
относящаяся к семейству серрализинов, гидро�
лизует В�цепь окисленного инсулина только по

связям Val, Ala и Leu [25]. При гидролизе белко�
вых субстратов эндопептидазой MprBi показа�
но, что фермент предпочтительнее расщепляет
казеин (удельная активность 32,9 ед/мг), чем
альбумин (удельная активность 5,5 ед/мг). 

Изучение влияния ионов двухвалентных ме�
таллов на активность фермента показало, что
ионы Са2+ и Mg2+ в концентрации 10 мМ повы�
шают активность белка на 30 и 20% соответ�
ственно. Ионы Со2+, Сu2+ и Ni2+ в концентраци�
ях от 1 до 20 мМ снижают активность металлоп�
ротеиназы, причем, с увеличением концентра�
ции это снижение более значительно. Низкие
концентрации ионов Zn2+ (0,01 мМ) практичес�
ки не влияют на активность фермента, увеличе�
ние же его концентрации приводит к резкому
снижению активности (рис. 8). Так, для термо�
лизина установлено, что внесение в раствор фер�

Рис. 6. Влияние температуры на активность (1) и стабиль�
ность (2) металлопротеиназы
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Субстрат
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Dnp�Gly�Gly�Lys
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Активность ×103, ед/мг 

5,15

3,65

2,82
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1,45
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Таблица 3. Специфичность металлопротеиназы в гидролизе
синтетических субстратов
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мента ионов Zn2+ в концентрации более 10 мкМ
ингибирует его активность [26].

Таким образом, впервые выделена и очище�
на до гомогенного состояния бациллярная ще�
лочная цинкзависимая металлопротеиназа B.
intermedius. Определена аминокислотная после�
довательность фермента, его субстратная специ�
фичность, кинетические характеристики и эн�
зиматические свойства, разработан простой и
эффективный способ выделения и очистки бел�
ка из культуральной жидкости рекомбинантно�
го штамма B. subtilis. Особенности первичной
структуры белка и его биохимические свойства
позволили отнести выделенную новую эндопеп�
тидазу бацилл к астациноподобным эндопепти�
дазам клана метцинкинов. Остается не ясным
вопрос о физиологической роли секретируемой
протеиназы MprBi в клетках бацилл и в популя�
ции в целом. Решение этого вопроса актуально в
связи с тем, что цинковые металлопротеиназы
играют ведущую роль как в развитии патологи�
ческих процессов, так и в лечении многих забо�

леваний [27]. В связи с этим фармакологическая
промышленность заинтересована в создании
новых высокоэффективных лечебных препара�
тов на основе практически значимых цинк�за�
висимых металлопротеиназ.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (грант 09�04�99044) и Федеральной целе�
вой программы «Научные и научно�педагоги�
ческие кадры инновационной России» на
2009–2013 гг. ( ГК № П344 от 7.05.2010), Анали�
тической ведомственной целевой Федеральной
программы ( РНП 2.11.1005).

Авторы выражают искреннюю признатель�
ность проф. Кострову С.В. (ИМГ, г. Москва) и
Демидюку И.В. (ИМГ, г .Москва) за предостав�
ленную для работы плазмиду рСМ4, проф. E.
Ferrarri (Genencor Int. Inc., США) за штамм B.
subtilis BG 2036, а также проф. G. Lochnit (Гис�
сен, Германия) за помощь в проведении анализа
N�конца MprBi методом Edman Sequensing.

Рис. 8. Влияние ионов двухвалентных металлов на активность металлопротеиназы MprBi. 1 – Zn2+; 2 – Ca2+; 3 – Mg2+;
4 – Co2+; 5 – Cu2+; 6 – Ni2+. На горизонтальной оси указаны концентрации ионов металлов
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Novel alkaline metalloproteinase Bacillus intermedius (MprBi) was purified from culture media of recombinant strain
Bacillus subtilis BG 2036 (pCM4) by chromatography on a hydrophobic butyl�Sepharose column. MALDI�TOF mass
spectroscopy revealed the amino acid sequence of the enzyme. The sequence of the first ten residues from the N�ter�
minus of the mature protein was determined to be ASTGSQKVTV. The molecular weight of the proteinase was 19 kD,
Km – 0.06 mM, kcat – 1213 sec–1, pI 5.4. Also investigated were the physicochemical characteristics of the enzyme,
the substrate specificity, and the sensitivities to different inhibitors and metal ions. Based on structural analysis and
enzyme characteristics, we suggest that the novel bacterial metalloproteinase is an astacin�like metalloproteases of
metzincins.
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