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Изучение взаимодействия белков и высоко-
молекулярных поверхностно-активных веществ 
(ПАВ) способствует более глубокому понима-
нию функционирования материалов на основе 
комплексов белок – ПАВ в живых организмах, 
что может быть использовано для развития био-
технологии и фармакологии [1–4]. Механизмы 
взаимодействия белков с ПАВ разного типа в ад-
сорбционных слоях хорошо изучены [5–12]. Не-
которые неионогенные ПАВ (НПАВ) предотвра-
щают агрегацию белков и сохраняют активность 
некоторых ферментов [13].

С помощью радионуклидных и спектрометри-
ческих методов показано, что блок-сополимеры 
пропиленгликоля и этиленгликоля состава (по-
лиэтиленгликоль)n(полипропиленгликоль)m(по-
лиэтиленгликоль)n, известные как плюроники или 
полоксамеры, образуют комплексы с лизоцимом 
на границах раздела фаз водный раствор – орга-
ническая жидкость [14] и водный раствор – воздух 
[15]. На примере плюроника Р123 показано увели-
чение флуоресценции и УФ-поглощения лизоцима 
при 280 нм, что свидетельствует об образовании 
комплекса в объеме водного раствора.

Лизоцим белка куриного яйца представляет 
собой фермент класса гидролаз, катализирующий 
гидролиз пептидогликана, который входит в со-
став клеточных стенок бактерий [16]. Образова-
ние комплексов лизоцима с ПАВ может привести 
к изменению ферментативной активности лизо-
цима [17]. В данной работе исследовано влияние 
плюроников P123, L121 и F127 и полиэтиленгли-
колевого эфира Бридж-35 на бактериолитическую 

активность лизоцима по отношению к грамполо-
жительным бактериальным модельным клеткам 
Micrococcus luteus. Выбор НПАВ обусловлен их 
физико-химическими характеристиками (табли-
ца), а также их биохимическими свойствами и 
способностью эффективно связываться с живот-
ными клетками и искусственными липидными 
слоями [18–23].

Экспериментальная часть

В работе использовали лизоцим (MP 
Biomedicals), плюроники L121, Р123 («Aldrich») 
и F127 («BASF»), Бридж-35 («Fluka»), а также 
клетки Micrococcus luteus («Sigma»). Для приго-
товления буферного раствора применяли 0,9%-й 
раствор хлорида натрия (ООО «Мосфарм», Рос-
сия) и гидрофосфаты натрия и калия («Реахим», 
Россия). Характеристики используемых НПАВ 
приведены в таблице.

Все растворы готовили в солевом фосфатном 
буфере 8 мМ Na2HPO4, 2 мМ K2HPO4, 0,146 М 
NaCl (рН 7,2). Концентрация лизоцима составля-
ла 0,5 г/л (3,5×10–5 М). Концентрацию НПАВ ва-
рьировали от 1×10–9 до 1×10–6 М для плюроников 
L121 и F127, от 1×10–9  до 1×10–5 М для плюро-
ника P123 и от 1×10–9  до 1×10–5 М для Бридж-35. 
Смеси перед проведением эксперимента инкуби-
ровали в течение двух суток при комнатной тем-
пературе (25±2 ºС). [14, 15] Измерение бактерио-
литической активности лизоцима проводили на 
вторые сутки после приготовления смеси.

В независимых экспериментах было показа-
но, что после добавления НПАВ в исследуемом 
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диапазоне концентраций в первые 5 ч актив-
ность лизоцима не отличается от активности ли-
зоцима в отсутствие НПАВ в пределах погреш-
ности эксперимента.

Бактериолитическую активность лизоцима по 
отношению к M. luteus определяли турбидиме-
трическим методом [27, 28]. Навеску лиофили-
зованных клеток массой 4,9±0,2 мг растворяли в 
1 мл фосфатного буфера. Суспензию клеток ис-
пользовали в течение 2 ч после ее приготовления. 
В кювету вносили одинаковый объем суспензии 
клеток (30 мкл), вязкость оставалась неизменной 
в серии экспериментов. Концентрацию подбира-
ли таким образом, чтобы оптическая плотность 
полученной суспензии составляла 0,48–0,52 при 
длине волны 650 нм. Для определения оптической 
плотности исследуемых растворов использова-
ли двулучевой спектрофотометр «UV-1601PC» 
(«Shimadzu», Япония). При проведении изме-
рений кювету (длина оптического пути 1 см, 
объем 1 мл) с суспензией термостатировали 
при 37 °С в течение 5 мин. К суспензии клеток 
в кювете добавляли раствор лизоцима или смеси 
лизоцим – НПАВ объемом 20 мкл, смесь тща-
тельно перемешивали, после чего проводили 
измерение зависимости оптической плотности 
от времени. Отметим, что в выбранном диа-
пазоне концентраций НПАВ вязкость суспен-
зий остается постоянной [29]. За активностью 
фермента наблюдали по уменьшению мутности 
суспензии в результате лизиса клеток на про-
тяжении 5 минут. 

Результаты и их обсуждение

Влияние НПАВ на бактериолитическую ак-
тивность лизоцима исследовали по отношению 
к M. luteus. Скорость, с которой уменьшается 
оптическая плотность на начальном линейном 
участке, пропорциональна изменению числа лио-
филизированных клеток в реакционной системе, 

и поэтому может считаться характеристикой бак-
териолитической активности фермента (рис. 1). 

На рис. 2 показано относительное изменение 
активности лизоцима от концентрации НПАВ:

Отмечено, что ни плюроники, ни Бридж-35 не 
вызывают спонтанного лизиса.

Присутствие плюроников L121 и P123 приво-
дит к уменьшению бактериолитической активно-
сти лизоцима при концентрациях ниже 5×10–7 М.  
Для плюроника F127 в этой области концентраций 
существенного эффекта не наблюдалось. В обла-
сти концентрации около 1×10–6 М все исследу-
емые НПАВ приводят к снижению активности 
лизоцима до 60%, дальнейшее увеличение кон-
центрации НПАВ вызывает дальнейшее сни-
жение ферментативной активности. Снижение 
ферментативной активности лизоцима в при-
сутствии этиленгликоля и полиэтиленгликоля 

Рис. 1. Зависимость скорости лизиса клеток от концен-
трации фермента

Характеристики НПАВ [24]

НПАВ Формула М, г/моль ККМ, М ГЛБ

Бридж-35 C12H25(OCH2CH2)23OH 1221 7,4×10–5 [25] 16

L121 ЭО5ПО68ЭО5 4400 1×10–6 [26] 1

P123 ЭО20ПО70ЭО20 5700 2.5×10–6 [24] 8–11

F127 ЭО100ПО65ЭО100 12600 2,8×10–6 [26] 18–23

О б о з н а ч е н и я: ККМ – критическая концентрация мицеллообразования (приведена для 25 ºС), ГЛБ – гидрофильно-
липофильный баланс.
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Рис. 2. Зависимость относительной активности лизоцима от концентрации 
НПАВ (n = 3, P = 0,9): 1 – плюроник Р123, 2 – плюроник F127, 3 – плюро-

ник L121, 4 – Бридж-35

Рис. 3. Образование комплекса лизоцима с плюроником (а) и Бридж-35 (б)
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объясняется их проникновением в активный 
центр после связывания с поверхностью белка, 
а также возникновением стерических затрудне-
ний для взаимодействия фермента с субстратом 
[30]. Следует отметить, что в присутствии эти-
ленгликоля и полиэтиленгликоля наблюдается 
увеличение флуоресценции триптофана, так же 
как для плюроника Р123 и Бридж-35 [15, 30]. 
Более сильное ингибирующее действие плюро-
ника Р123 по сравнению с F127 отмечено при 
действии на P-гликопротеин [31]. Авторы цити-
руемой работы связывают наблюдаемое явление 
с более сильным включением субстрата в мицел-
лы плюроника Р123, чем в мицеллы плюрони-
ка F127. Можно предположить, что и в случае 
лизоцима плюроники связываются за счет вза-
имодействий с аминокислотными остатками на 
внешней стороне глобулы, а также с остатками 
аминокислот, входящими в состав «кармана» 
фермента, закрывая сам активный центр. Связы-
вание с НПАВ создает стерические затруднения 
в ходе реакции ферментативного катализа в ак-
тивном центре, а значит препятствует образова-
нию фермент-субстратного комплекса. Данное 
предположение подтверждается полученными 
ранее данными по образованию комплексов ли-
зоцим – плюроник Р123 и лизоцим – Бридж-35 
на межфазной границе водный раствор – воз-
дух, которые демонстрируют увеличение до-
ступности гидрофильных аминокислотных 
остатков [15]. 

Наблюдаемое нами уменьшение бактериоли-
тической активности лизоцима в присутствии 
НПАВ может быть обусловлено тем, что этиле-
ноксидные звенья взаимодействуют со стенками 
бактериальных клеток, препятствуя связыванию 
с ферментом, как это показано в случае связыва-
ния плюроников с мембраной эукариотических 
клеток [32]. Однако при этом должна отсутство-
вать зависимость эффекта от времени. Было по-
казано, что сразу после приготовления смесей 

значительного изменения бактериолитической 
активности лизоцима не наблюдается. Снижение 
активности происходит через сутки после при-
готовления смесей и далее не меняется. Это на-
блюдение подтверждает высказанное выше пред-
положение о влиянии стерического фактора на 
снижение активности лизоцима в присутствии 
исследуемых НПАВ.

Молекулярный докинг, осуществленный с 
помощью программы Hex 8.0.0 и визуализация 
комплекса, проведенная с использованием UCSF 
Chimera (рис. 3) показали образование комплек-
са плюроник – лизоцим и Бридж – лизоцим за 
счет образования водородных связей между ок-
сиэтильными цепями НПАВ и остатков Glu, Asp 
и Cys на поверхности лизоцима. Для проведения 
докинга использовали структуру лизоцима 6LYS 
(Protein data bank). Структуры Бридж-35 и плю-
роника предварительно оптимизировали в сило-
вом поле Amber.

Согласно моделированию, энергия системы с 
плюроником Р123 и Бридж-35 составила –481,46 и 
–275,75 кДж/моль соответственно, что свидетель-
ствует о самопроизвольном протекании процесса 
и согласуется с литературными данными по ком-
плексообразованию лизоцима с ПАВ [33]. 

Таким образом, в работе показано, что об-
разование комплексов лизоцима с неионоген-
ными ПАВ, содержащими этиленоксидные 
цепи происходит посредством образования 
водородных связей аминокислотных остатков 
на поверхности белковой глобулы и этиленок-
сидных звеньев ПАВ. Ферментативная актив-
ность лизоцима при этом снижается в ряду 
F127 < P123 < L121 ≈ Бридж-35, вероятно, за 
счет стерических затруднений взаимодействия 
белка с субстратом (клетками). 
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PLURONICS AND BRIJ-35 REDUCE THE BACTERIOLYTIC ACTIVITY 
OF LYSOZYME 
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The influence of non-ionic surfactants on the bacteriolytic activity of lysozyme was 
studied on the model cells Micrococcus luteus. Pluronics P123, L121 and F127 as well as 
Brij-35 were used. The formation of complexes of these compounds and lysozyme occurs 
via formation of hydrogen bonds between ethylene oxide fragments of the surfactant 
and amino acids residues of lysozyme surface. The bacteriolytic activity of lysozyme was 
reduced in line F127 < P123 < L121 ≈ Brij-35 probably because of steric hindrances of the 
protein interaction with cells substrate.
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