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Proteus mirabilis, условно�патогенная грамот�
рицательная бактерия семейства Enterobacteri�
aceae, – возбудитель оппортунистических и гос�
питальных инфекций, поражающих респиратор�
ный тракт, кожу, ожоговые поверхности и раны
(Endimiani et al., 2005). Чаще всего P. mirabilis яв�
ляется причиной инфекций мочевыводящих пу�
тей, особенно при длительном использовании ка�
тетеров (Jakobsen et al., 2008). Один из факторов
вирулентности этих бактерий – внеклеточная ме�
таллопротеиназа (Senior et al., 1987). Установлена
корреляция между способностями штамма к рое�
нию и к секреции протеиназ. Штаммы, не спо�
собные к роению, были протеолитически неак�
тивны (Senior, 1999; Walker et al., 1999). Ген метал�
лопротеиназы P. mirabilis (zapA) входит в состав
оперона, включающего в себя гены, кодирующие
АТФ�зависимую транспортную систему, которая
обеспечивает перенос фермента из клеток в куль�
туральную среду. Белок, кодируемый геном zapA,
относится к семейству серрализинов (Wassif et al.,
1995). 

При изучении транскриптома роящихся кле�
ток P. mirabilis показано, что экспрессия гена zapA
увеличивается в роящихся клетках, особенно
сильно на стадии консолидации (Pearson et al.,
2010). В то же время исследование экспрессии ге�
нов P. mirabilis in vivo в процессе инфицирования
мочевыводящих путей показало, что ген zapA экс�
прессировался на базовом уровне или даже ниже.
Предполагается, что либо экспрессия этого гена

может быть специфична к месту локализации
бактерий в мочевых путях, либо незначительные
изменения на уровне транскрипции могут приво�
дить к значимым изменениям в активности (Pearson
et al., 2011). 

Цель работы – характеристика биосинтеза
внеклеточной протеиназы штаммом P. mirabilis
5127�1 на разных средах и в зависимости от при�
сутствия глюкозы и мочевины в среде культиви�
рования. Штамм P. mirabilis 5127�1 был предо�
ставлен Е.С. Божокиной (Институт цитологии
РАН).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактерии культивировали при 37°C с интен�
сивностью качания 200 об./мин (вибростенд,
Braun, Германия). Для культивирования бактерий
использовали среду Лурия–Бертани (LB), синте�
тическую среду М9, синтетическую и натураль�
ную мочу. Состав среды LB, %: триптон – 1, дрож�
жевой экстракт – 0.5, NaCl – 0.5, pH 8.5. Среда
LBА содержала 2% агара (Sambrook et al., 1989).
Мочевину в конечных концентрациях 4–600 мМ
вносили в питательную среду перед посевом в ви�
де стерильных растворов. Для изучения влияния
глюкозы в среду LB вносили 1.5% глюкозы. Со�
став среды М9, г/л: Na2HPO4 – 6, KH2PO4 – 3,
NaCl – 0.5, NH4Cl – 1. В среду М9 вносили глю�
козу или глицерин в конечной концентрации
0.2%. Витамин В1 добавляли до конечной кон�
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центрации 1 мг/мл. После автоклавирования на
1 л среды добавляли 1 мл 1 М раствора MgSO4 ⋅
⋅ 7H2O, 10 мл 0.01 М раствора CaCl2. 

Состав искусственной мочи, г/л (Jones et al.,
2007): пептон L37 – 1, дрожжевой экстракт – 0.05,
молочная кислота – 0.1, лимонная кислота – 0.4,
мочевина – 10, CaCl2 ⋅ 2H2O – 0.37, NaCl – 5.2,
FeSO4 – 0.012, MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.49, Na2SO4 ⋅
⋅ 10H2O – 3.2, KH2PO4 – 0.95, K2HPO4 – 1.2, NH4Cl
– 1.3, H2O дистиллированная. В качестве нату�
ральной мочи использовали детскую объединен�
ную мочу, которую стерилизовали фильтровани�
ем через мембранный фильтр с диаметром пор 0.2
мкм. Стерильность подтверждали высевом на
среду LB. В качестве инокулята использовали 12�
часовую культуру, выращенную на среде LB. Для
определения казеинолитической активности ис�
пользовали среду следующего состава, г/л: казеин –
5, дрожжевой экстракт – 5, NaCl – 5, агар – 20. 

Нуклеотидную последовательность гена 16S
рРНК определяли и анализировали методом, опи�
санным ранее (Janda, Abbott, 2007). Прирост био�
массы измеряли нефелометрически на фотоэлек�
трокалориметре КФК�2 при длине волны 590 нм.
Биомассу выражали в единицах светопоглощения
в кювете толщиной 1 см. Общее количество белка
определяли методом Брэдфорд (Bradford, 1976).
Биоинформационный анализ промоторной обла�
сти гена zapA проводили с помощью базы данных
ASAP (https://asap.ahabs.wisc.edu/ asap/home.php)
и программы BPROM (www.softberry.com).

Протеолитическую активность в культураль�
ной жидкости определяли по расщеплению казе�
ина методом Каверзневой (Каверзнева, 1971). За
единицу казеинолитической активности прини�
мали количество фермента, которое приводило к
освобождению 1 мкмоля тирозина за 1 мин. Азо�
казеин расщепляли методом, описанным ранее
(Wassif et al., 1995). За единицу активности прини�
мали такое количество активности, которое при�
водит к увеличению оптической плотности на
0.1 единицы. Продуктивность культуры в отно�
шении синтеза протеиназы определяли как отно�
шение протеолитической активности в культу�
ральной жидкости к биомассе и выражали в
условных единицах. Супернатант культуральной
жидкости получали центрифугированием культу�
ры при 13000 об./мин в течение 15 мин. 

В опытах по исследованию влияния ингибито�
ров в инкубационные смеси вносили в конечной
концентрации 10 мМ орто�фенантролин и 2 мМ
PMSF.

Электрофорез белков в полиакриламидном ге�
ле (ПААГ) в присутствии додецилсульфата на�
трия проводили по стандартной методике (Laem�
mli, 1970). Зимографию проб культуральной жид�

кости P. mirabilis в ПААГ с желатином (1 мг/мл)
проводили методом, описанным ранее (Oliver
et al., 1999). Для проведения количественного
анализа гели сканировали и полученные изобра�
жения обрабатывали с помощью программы
Quanti Scan 2.1. 

Математическую обработку данных проводи�
ли с использованием программы Microsoft Excel
путем расчета среднеквадратичного отклонения
(σ). Результаты считали достоверными при σ ≤ 15%.
В качестве критерия достоверности получаемых
разностей использовали критерий Стьюдента (P <
< 0.05 – достоверный уровень значимости).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Филогенетическое положение штамма 5127�1
установили путем анализа последовательности
гена 16S рРНК. Показано, что штамм 5127�1 от�
носится к виду P. mirabilis. Сходство генов 16S
рРНК штамма 5127�1 и P. mirabilis CIFRI Ch�TSB28
составило 98.9%. При росте бактерий штамма
5127�1 на агаризованной среде с казеином штамм
проявлял способность к роению и образовывал
зоны гидролиза, что свидетельствует о его про�
теолитической активности. 

Для исследования специфичности протеиназы
штамма P. mirabilis 5127�1 использовали такие
субстраты, как казеин, азоказеин и желатин. По�
казано, что данный микроорганизм способен раз�
лагать азоказеин, желатин и казеин, причем казе�
ин разлагается менее эффективно. Полученные
результаты согласуются с данными литературы,
согласно которым многие штаммы P. mirabilis бо�
лее эффективно расщепляют желатин, чем казе�
ин (Senior, 1999). В дальнейших опытах для опре�
деления протеолитической активности в культу�
ральной жидкости использовали азоказеин, а для
зимографии – желатин.

Динамику роста и биосинтеза внеклеточных
протеиназ P. mirabilis изучали при культивирова�
нии на среде LB при 37°С. Стационарная фаза ро�
ста наступала через 11–12 ч культивирования.
Протеиназы выделялись в среду после 5 ч роста
бактерий и продолжали секретироваться на всех
этапах развития культуры (рис. 1), достигнув мак�
симума в стационарной фазе роста бактерий.
Внеклеточная протеолитическая активность пол�
ностью подавлялась 10 мМ орто�фенантроли�
ном, ингибитором металлопротеиназ, и была не�
чувствительной к 2 мМ PMSF, ингибитору сери�
новых протеиназ. Таким образом, внеклеточная
протеиназа P. mirabilis 5127�1 является металло�
протеиназой.

Рост бактерий и биосинтез протеиназ исследо�
вали на синтетической среде М9, которую моди�
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фицировали добавлением различных органиче�
ских компонентов. К солевой основе с тиамином
(1 мг/мл) добавляли глюкозу или глицерин в ка�
честве источника углерода в конечной концен�
трации 0.2%. Было установлено, что на модифи�
цированных синтетических средах М9 бактерии
растут более чем в 2 раза медленнее, чем на среде
LB (16 ч культивирования) (рис. 2). Во всех вари�
антах сред в следовых количествах обнаружива�
лась протеолитическая активность по отноше�
нию к азоказеину. Однако она составляла не бо�
лее 2% активности фермента в культуральной
жидкости бактерий, выращенных на среде LB.

Показано, что в культуральной жидкости раз�
ных штаммов P. mirabilis присутствуют две изо�
формы металлопротеиназы (Senior, 1999; Pearson

et al., 2008). Зимография белков культуральной
жидкости позволила выявить изоформы внекле�
точной протеиназы P. mirabilis с молекулярными
массами 52 и 50 кДа (Oliver et al., 1999). Причины
образования двух изоформ точно не известны.
Предполагается, что изоформа с М = 50 кДа обра�
зуется из�за деградации фермента (Oliver et al.,
1999). Динамику появления изоформ протеиназы
в разные часы роста в культуральной жидкости
изолята P. mirabilis 5127�1 (среда LB) исследовали
методом зимографии (рис. 3). Через 6 ч роста
культуры внеклеточная протеолитическая актив�
ность была низкой, и в культуральной жидкости
наблюдали только одну изоформу фермента с М =
= 52 кДа; после 12 ч протеолитическая активность
повышалась и появлялась изоформа с М = 50 кДа.
Активность изоформы с М = 50 кДа была незна�
чительной. После 18 ч роста обнаруживались обе
изоформы фермента, активность которых сохра�
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Рис. 1. Динамика роста (1) и внеклеточной протеолитической активности P. mirabilis по расщеплению азоказеина (2),
а также протеолитическая активность в присутствии 10 мМ орто�фенантролина (3). OD590 нм – оптическая плотность
культуры при 590 нм.
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Рис. 2. Рост культуры P. mirabilis на разных средах. 1 –
среда LB, 2 – синтетическая среда М9 + тиамин +
+ глицерин, 3 – среда М9 + тиамин + глюкоза. 

1 2 3 4 5 6

52 кДа
50 кДа

Рис. 3. Зимограммы супернатанта культуральной
жидкости P. mirabilis при росте на среде LB при 37°C.
1 – 6, 2 – 12, 3 – 18, 4 – 20, 5 – 22, 6 – 24 ч. Субстрат –
желатин.
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нялась и после 20–24 ч. Сканирование гелей по�
казало, что изоформа с М = 52 кДа более выраже�
на по сравнению с изоформой с М = 50 кДа. То,
что в ранние часы культивирования в среде на�
блюдается главным образом белок с М = 52 кДа, а
форма 50 кДа появляется только после 12 ч роста
культуры и затем ее количество возрастает, позво�
ляет нам предположить, что форма протеиназы
50 кДа появляется в результате частичного про�
теолиза основной формы.

Синтез многих ферментов регулируется угле�
родной катаболитной репрессией, т.е. подавляет�
ся в присутствии легко метаболизируемых источ�
ников углерода, например глюкозы (Vázquez et al.,
2009). Бактерии P. mirabilis культивировали на
среде LB, содержавшей 1.5% глюкозы. Присут�
ствие глюкозы приводило к снижению роста бак�
терий по сравнению с контрольной средой LB на
20%, а протеолитической активности по отноше�
нию к азоказеину – на 90–95% после 16 и 24 ч
культивирования соответственно (рис. 4). Биоин�
формационный анализ промоторной области ге�
на zapА позволил идентифицировать предполага�
емый сайт связывания CRP – белка активатора
катаболитной репрессии (рис. 5). Консенсус сай�
та связывания фактора CRP в клетках Escherichia

coli представляет собой последовательность
5'�AAATGTGATCTAGATCACATTT�3' (Leuze et al.,
2012). Последовательность предполагаемого сай�
та P. mirabilis 5'�TCAAACTT�3' находится между
консервативными –10�м и –35�м сайтами промо�
тора и схожа на 75% с последовательностью TCA�
CATTT E. coli. Полученные результаты свиде�
тельствуют, что биосинтез внеклеточных протеи�
наз P. mirabilis может регулироваться по типу
углеродной катаболитной репрессии.

Известно, что бактерии P. mirabilis вызывают
инфекции мочевыделительной системы. Синтез
внеклеточных ферментов может регулироваться
разными компонентами среды. Исследовали на�
копление в среде внеклеточной протеиназы в
присутствии в среде мочевины. В норме содержа�
ние мочевины в моче у взрослого человека дости�
гает 400–700 мМ (Liu et al., 2012). Мы исследовали
влияние мочевины (10–600 мМ) на рост штамма и
активность металлопротеиназы при культивирова�
нии P. mirabilis в течение 16 ч. Мочевина в кон�
центрации 50–100 мМ приводила к резкому ин�
гибированию роста культуры (на 50–70% контро�
ля) (рис. 6а). В присутствии 300 и 600 мМ
мочевины оптическая плотность культуры не
превышала 15–20% контрольной. В этих услови�
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Рис. 4. Протеолитическая активность в культуральной жидкости P. mirabilis на средах LB и LB с 1.5%�ной глюкозой
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Рис. 5. Предполагаемый сайт связывания фактора транскрипции CRP 5'�TCAAACTT�3' в промоторной области гена
zapA P. mirabilis. SD – последовательность Шайна–Дольгарно. ATG – старт�кодон. 
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ях продуктивность культуры по синтезу внекле�
точной протеиназы увеличивалась в 2.5–3 раза
(рис. 6б). 

Было исследовано накопление протеиназы
P. mirabilis при росте культуры на искусственной и
натуральной моче по сравнению с таковым на
среде LB с 50 мМ мочевиной и без мочевины (рис. 7).
Максимальный рост бактерий наблюдали на сре�
дах LB и LB с 50 мМ мочевины. На искусственной
и натуральной моче рост составлял 20–30% роста
на среде LB (рис. 7а). На контрольной среде (сре�
да LB) наблюдали низкую продуктивность куль�
туры по внеклеточной протеиназе. В присутствии
в среде 50 мМ мочевины продуктивность культу�
ры повышалась на 60–65%. Продуктивность
культуры по протеиназе на искусственной и нату�
ральной моче была выше в 2–2.5 и 3 раза соответ�
ственно по сравнению с контролем (рис. 7б). По�
лученные данные позволяют сделать вывод, что
мочевина – один из факторов, влияющих на ин�
дукцию биосинтеза внеклеточной металлопроте�
иназы P. mirabilis. 

Исследовали также динамику накопления
протеолитической активности при росте бакте�
рий на искусственной моче (рис. 8). По данным
зимографии активность появлялась в среде после
12 ч роста и достигала максимума после 48 ч. В
сравнении с этим при росте P. mirabilis на среде
LB протеолитическая активность обнаружива�
лась после 6 ч роста бактерий и достигала макси�
мума после 12 ч роста (рис. 3). Ранее было показа�
но, что активный фермент может быть обнаружен
в моче у пациентов с инфекцией мочевыводящих
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нию азоказеина, ед./мл; для рис. 6 и 7.
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путей, вызванной бактериями рода Proteus (Senior
et al., 1991). Важное отличие заключается в том,
что при росте бактерий на среде LB образовались
две изоформы металлопротеиназы (52 и 50 кД).
При росте бактерий на искусственной моче на�
блюдали только одну изоформу (52 кДа), что сви�
детельствовало о различиях в накоплении изо�
форм протеиназы на разных средах. 

Работа выполнена в рамках государственной
программы повышения конкурентоспособности
Казанского (Приволжского) федерального уни�
верситета среди ведущих мировых научно�обра�
зовательных центров, частично за счет субсидии,
выделенной для выполнения государственного
задания в сфере научной деятельности (проект
14�83) и при финансовой поддержке РФФИ
(грант 13�04�97130) и Правительства Республики
Татарстан. 
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Peculiarities of Proteus mirabilis Extracellular Metalloproteinase Biosynthesis

N. M. Zamalyutdinovaa, M. R. Sharipovaa, L. M. Bogomol’nayaa, b, 
E. S. Bozhokinac, and A. M. Mardanovaa

a Kazan Federal University, Kremlevskaya str. 18, Kazan, 420008 Russia
b Texas A&M University Health Science Center, College Station, Texas, United States

c Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, Tikhoretskii pr. 4, St. Petersburg, 194064 Russia
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Biosynthesis of metalloproteinase by the Proteus mirabilis 5127�1 strain on different media and the influence
of glucose and urea on biosynthesis were studied. It was found that the P. mirabilis 5127�1 bacteria secretes
metalloproteinase in the medium in two isoforms (52 and 50 kDa). It was established that proteinase synthesis
is completely suppressed during the growth of bacteria on synthetic media, as well as in the presence of LB
glucose in the medium. It was demonstrated that addition of urea in the medium results in an increase of the
culture productivity in the proteinase synthesis. Maximal culture productivity in the proteinase synthesis was
found in the medium with natural urine. During the growth of bacteria on artificial urine, proteinase ap�
peared in the medium only after 12 hours of growth as a single isoform. 
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