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Аннотация. Для человеческого и куриного лизоцима исследована взаимосвязь 
изменения параметров адсорбции фермента на живых бактериальных клетках 
Escherichia coli и установлена величина его эффективной бактериолитической 
активности в присутствии глицина и заряженных аминокислот. Как для человече-
ского, так и для куриного лизоцима показано, что свободные аминокислоты, до-
бавленные до концентрации 1,5 мМ для глицина или 5,0 мМ для глутамата, аспар-
тата, гистидина, аргинина и лизина уменьшают константу десорбции фермента на 
бактериальных клетках в 1,4–2,0 раза. Одновременно с этим наблюдается увели-
чение бактериолитической активности лизоцима в 1,5–1,9 раза. Таким образом, 
усиление антибактериальной активности в присутствии глицина и заряженных 
аминокислот может объясняться улучшением продуктивной сорбции фермента на 
субстрате – бактериальных клетках.
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Стремительное развитие фармацевтики, уве-
личение объема и доступности производимых 
лекарственных средств не только оказывают 
положительное влияние на продолжительность 
жизни людей, но и порождают новые пробле-
мы, одной из которых стала возрастающая с 
каждым годом антибиотикорезистентность 
бактерий. Согласно данным Центра контроля и 
предупреждения заболеваний США (CDC), за 
2019 г. 35 тыс. американцев становятся жерт-
вой антибиотикорезистентных бактерий, хотя 
еще в 2017 г. этот показатель составлял 23 тыс. 
чел.  [1, 2]. Во всем мире в качестве хорошей 
альтернативы антибиотикам для борьбы с рези-
стентными бактериями все чаще рассматривают 
бактериолитические ферменты [3–5], гидроли-
зующие сополимер клеточной стенки бактерии. 
Из бактериолитических ферментов наиболее из-
вестен и доступен яичный куриный лизоцим, ко-

торый уже находит разнообразное применение 
в биотехнологии и медицине [3, 6–8]. Лизоцим 
человека, который функционирует как в свобод-
ном виде, так и в составе иммунных клеток в це-
лом близок по структуре к куриному лизоциму, 
но имеет отличия, которые потенциально могут 
отражаться на функциях [9–11]. Недавно было 
обнаружено, что на бактериолитическую актив-
ность куриного лизоцима против грамотрица-
тельных бактерий Escherichia coli существенно 
влияет присутствие в растворе глицина или за-
ряженных аминокислот [12, 13], однако меха-
низм подобной активации фермента пока не из-
вестен.  Для человеческого лизоцима подобные 
исследования также не проводились. Известно, 
что в ходе ферментативного лизиса бактерий 
важную роль играет стадия сорбции фермента 
на поверхности клетки. Адсорбция (образование 
комплекса фермента с субстратом) может быть 
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как продуктивная, предшествующая катализу, 
так и непродуктивная, блокирующая антибак-
териальное действие фермента [14, 15]. Более 
того, недавно было обнаружено, что некоторые 
бактерии имеют ассоциированные с поверхно-
стью клетки специализированные комплексы 
биополимеров, непродуктивно связывающие ли-
зоцим для защиты бактерии от действия бакте-
риолитического фермента [16–18]. 

В настоящей работе была поставлена зада-
ча изучить взаимосвязь влияния свободных за-
ряженных аминокислот и глицина на скорость 
ферментативного лизиса бактерий, а также на 
сорбцию человеческого и куриного лизоцима на 
поверхности живых грамотрицательных палочек 
E. coli. Выбор модельного микроорганизма обу-
словлен тем, что другие близкородственные E. 
coli представители семейства Enterobacteriaceae 
вызывают множество опасных заболеваний у че-
ловека [19, 20]. Знания о влиянии эффекторов на 
активность и сорбцию лизоцима важны для бо-
лее глубокого понимания механизмов активации 
как фермента в составе медикаментов, так и соб-
ственного фермента в человеческом организме. 
Полученная в исследовании информация может 
открыть новые пути в разработке высокоэффек-
тивных лекарственных антибактериальных пре-
паратов.

Экспериментальная часть

Материалы. Куриный яичный лизоцим, 
MES, Tris («Amresco», США), рекомбинантный 
лизоцим человека (выращенный в рисе), препа-
рат лиофилизированных бактериальных клеток 
Micrococcus luteus («Sigma», США), L-гистидин, 
L-лизин («Serva», Германия), L-аргинин, 
L-аспарагиновая кислота («Merck», Германия), 
глицин («Roth», Германия), L-глутамат на-
трия («MeiHua», Китай), дрожжевой экстракт 
(«Biospringer», Франция), пептон, триптон, бак-
тоагар («BD Difco», США), глюкоза («Rokett 
Frer», Франция), соляная кислота, уксусная 
кислота («Компонент-Реактив», Россия), ги-
дроксид натрия, хлорид натрия, сульфат магния 
(«Panreac», Испания). Все измерения в работе 
проводились в буферном растворе 0,01 М Tris-
MES-СH3COOH (pH 8,5).

E. coli (музейный штамм MH1) любезно предо-
ставлен А.А. Белогуровым (НИМЦ Кардиологии 
Минздрава России). Клетки выращивали соглас-
но стандартной методике [21]. Суспензию клеток 
E. coli концентрацией 109 КОЕ/мл (оптическое 
поглощение около 1,3 при длине волны 650 нм) 
в буферном растворе замораживали с помощью 

жидкого азота порциями по 0,5 мл. Препарат 
хранили при температуре –70 °C не более 3 не-
дель. Для каждого эксперимента суспензию бак-
терий E. coli размораживали, центрифугировали 
на центрифуге «MiniSpin» («Eppendorf», Герма-
ния) при 6000 об/мин (2073 g) в течение 7 минут. 
После отделения супернатанта осадок ресуспен-
дировали в 400 мкл буферного раствора 0,01 М 
Tris-MES-СH3COOH (pH 8,5) при 37 °C. Значения 
pH буфера и его ионная сила оптимальны для 
проявления максимальной скорости лизиса кле-
ток E. coli лизоцимом, согласно литературным 
данным, для куриного фермента [22]. Оптималь-
ность этих условий подтверждена в настоящем 
исследовании и для человеческого фермента. 
Значение pH растворов свободных аминокислот 
перед измерением доводили до величины 8,5, 
используя HCl или NaOH. Согласно информации 
производителей препарата и литературным дан-
ным, в расчетах были приняты значения моле-
кулярной массы куриного и человеческого лизо-
цима, равными 14,3 а и 16,5 кДа соответственно 
[3, 23].

Измерение бактериолитической активно-
сти. Бактериолитическую активность (скорость 
лизиса клеток E. coli) измеряли турбидиметри-
ческим методом по изменению оптического 
поглощения А650 во времени (–A650/dt). Изме-
нение во времени поглощения (V = –dA650/dt) 
пропорционально изменению числа клеток во 
времени (–dKOE/dt) [22, 24]. Измерения про-
водили на двухлучевом спектрофотометре 
«UV-1800» («Shimadzu», Япония) в кювете 
объемом 0,5 мл и длиной оптического пути 
1 см при длине волны 650 нм и температу-
ре 37 °C. В начале измерения концентрация 
бактериальных клеток в суспензии равня-
лась 3∙108 КОЕ/мл (А650 = 0,45). Начальная 
скорость ферментативного лизиса клеток E. 
coli линейно зависит от концентрации лизо-
цима, возрастая в диапазоне 0,05–1,00 мкг/мл 
[22, 24, 25]. В экспериментах по измерению ак-
тивности мы добавляли лизоцим до его конеч-
ной концентрации 0,1 мкг/мл. После внесения в 
реакционную смесь субстрата (бактериальных 
клеток) и растворов эффекторов (аминокислот) 
до добавления фермента (начала регистрации 
скорости ферментативного лизиса клеток) снача-
ла в течение 3–4 минут регистрировали фоновое 
изменение поглощения, которое далее учитывали 
как поправку при расчете скорости ферментатив-
ного лизиса. Скорость фонового изменения по-
глощения А650 не превышала средней величины 
погрешности измерения скорости лизиса клеток 
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в присутствии фермента. Скорость фермента-
тивного лизиса клеток регистрировали на про-
тяжении 5 минут.

Исследование адсорбции лизоцима на клет-
ках E. coli. Адсорбцию лизоцима на бактери-
альных клетках определяли по методике, анало-
гичной той, что описана в литературе [15, 26]. 
Готовили суспензию бактерий E. coli в буфере 
с концентрацией клеток 3∙108 КОЕ/мл (А650 = 
0,45). К суспензии добавляли лизоцим до конеч-
ной концентрации 50–250 мкг/мл и эффекторы 

(аминокислоты) до соответствующих значений 
концентрации. Поскольку время достижения 
сорбционного равновесия составляет 4–5 минут 
при температуре 37 °С [15, 26], суспензию ин-
кубировали в течение 7 минут в суховоздуш-
ном термостате «ТСО-1/80 СПУ модель 1005» 
(Россия) при 37 °С на качалке-мультиротаторе 
«Multi Bio RS-24» («Biosan», Латвия) со ско-
ростью вращения-переворачивания пробирок 
15 об/мин. После термостатирования образцы 
центрифугировали на центрифуге «Minispin» 

Рис. 2. Изотермы сорбции человеческого (А) и куриного (Б) лизоцима на бактериальных клетках E. coli 
в присутствии свободных аминокислот (1 – Glu, 2 – Gly, 3 – Arg, 4 – His, 5 – Asp, 6 – Lys, 7 – препа-
рат без добавления свободных аминокислот). Концентрация глицина 1,5 мМ, концентрация остальных 

аминокислот 5 мМ

Рис. 1. Зависимость скорости лизиса клеток E. coli человеческим (А) и куриным (Б) лизоцимом от 
концентрации соответствующей свободной аминокислоты (1 – Glu, 2 – Gly, 3 – Arg, 4 – His, 5 – Asp, 

6 – Lys)
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(«Eppendorf», Германия) в течение 7 минут при 
6000 об/мин (2073 g), а затем отбирали надо-
садочную жидкость для дальнейшего определе-
ния концентрации несвязанного с клетками ли-
зоцима по его активности на вспомогательном 
субстрате M. luteus [15, 26]. Исходя из количе-
ства изначально добавленного и оставшегося в 
растворе свободного лизоцима, рассчитывали 
количество связанного с клетками лизоцима и 
строили изотермы сорбции.

Каждое усредненное значение получено на 
основании не менее трех независимых экспери-
ментов. Погрешности рассчитывали по распре-
делению Стьюдента для доверительного интер-
вала P = 0,95.

Результаты и их обсуждение

На рис. 1 приведены зависимости скорости 
лизиса бактериальных клеток E. coli человече-
ским и куриным лизоцимом от концентрации 
заряженных аминокислот и глицина. Можно 
утверждать, что изменение активности в при-
сутствии эффекторов для человеческого и кури-
ного лизоцима в целом носит сходный характер. 
Зависимость активности фермента от концен-
трации глицина имеет куполообразный вид с 
максимумом при концентрации аминокислоты 

1,0–1,5 мМ. В присутствии заряженных ами-
нокислот активность лизоцима практически 
монотонно растет на отрезке концентраций 
эффектора от 0 до 5 мМ. Следует отметить не-
которые отличия человеческого лизоцима от 
куриного – менее выражен эффект активации 
в присутствии глицина, но в тоже время бо-
лее выражена активация в присутствии аспар-
тата, аргинина и лизина. Схожесть характера 
влияния одинаковых свободных аминокислот 
на активность ферментов свидетельствует, ве-
роятно, о едином механизме активации этими 
эффекторами как человеческого, так и курино-
го лизоцима. Для дальнейшего сравнения ак-
тивности и исследования адсорбции лизоцима 
на клетках мы зафиксировали концентрацию 
глицина и остальных аминокислот на уров-
не 1,5 и 5,0 мМ. Отношение скорости лизиса 
клеток в присутствии эффектора к скорости 
лизиса клеток в его отсутствие для фиксиро-
ванных значений концентрации аминокислот 
представлены в таблице. Как видим, величина 
активации в присутствии разных эффекторов 
варьирует, увеличиваясь в 1,5–1,9 раза.

Для дальнейшего прояснения причин изме-
нения скорости ферментативного лизиса клеток 
в присутствии свободных аминокислот нами 

Адсорбция лизоцима на живых клетках E. coli. Сорбционные параметры, рассчитанные по уравнению 
Ленгмюра

Эффектор нет Gly Glu Asp Arg Lys His

Отношение скорости 
лизиса клеток в 

присутствии эффектора к 
скорости лизиса клеток в 
отсутствии эффектора

Ти
п 
ли
зо
ци
ма

Ч 1 1,5 ± 0,2 1,5 ± 0,2 1,8 ± 0,2 1,6 ± 0,2 1,8 ± 0,2 1,5 ± 0,2

К 1 1,9 ± 0,2 1,6 ± 0,2 1,6 ± 0,2 1,6 ± 0,2 1,5 ± 0,2 1,5 ± 0,2

Константа десорбции 
фермента на поверхности 
живых клеток Kd , 10–7 М

Ч 3,8 ± 0,7 2,7 ± 0,6 2,8 ± 0,5 2,4 ± 0,6 1,9 ± 0,2 2,2 ± 0,4 2,5 ± 0,3

К 6,6 ± 1,2 3,8 ± 0,6 4,8 ± 0,9 4,0 ± 0,7 3,8 ±0,7 4,6 ±0,6 4,3 ±0,5

Максимальная 
сорбционная емкость 

Bmax, пг/клетка (сверху); 
аттомоль/клетка (снизу)

Ч
0,63 ± 0,04 0,62 ± 0,05 0,62 ± 0,04 0,65 ± 0,05 0,63 ± 0,02 0,65 ± 0,03 0,61 ± 0,06

38 ± 2 38 ± 3 38 ± 2 39 ± 3 38 ± 1 39 ± 2 37 ± 4

К
0,44 ± 0,02 0,46 ± 0,03 0,43 ± 0,02 0,46 ± 0,02 0,43 ± 0,02 0,43 ± 0,02 0,46 ± 0,02

31 ± 1 32 ± 2 30 ± 1 32 ± 1 30 ± 1 30 ± 1 32 ± 1

Кратность уменьшения 
константы десорбции 
в присутствии данного 

эффектора

Ч 1 1,4 ± 0,6 1,4 ± 0,5 1,6 ± 0,7 2,0 ± 0,5 1,7 ± 0,6 1,5 ± 0,5

К 1 1,7 ± 0,6 1,4 ± 0,5 1,7 ± 0,6 1,7 ± 0,6 1,4 ± 0,5 1,5 ± 0,4

Ч – человеческий лизоцим, К – куриный лизоцим. Концентрация глицина 1,5 мМ, концентрация остальных 
аминокислот 5 мМ.
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была изучена адсорбция лизоцима на поверх-
ности живых бактериальных клеток. Изотермы 
адсорбции человеческого и куриного лизоцима 
приведены на рис. 2. Как видно, зависимости 
удовлетворительно описываются уравнением 
сорбции Ленгмюра. Для нелинейной регрессии 
R2 составляет от 0,82 до 0,99. Некоторое откло-
нение экспериментальных данных от теорети-
ческих зависимостей по уравнению Ленгмюра 
можно объяснить неоднородностью центров 
связывания на поверхности клеток и образова-
нием сложных ассоциатов между молекулами 
адсорбированного лизоцима. Таким образом, 
рассчитанные по теоретическому уравнению 
параметры адсорбции можно назвать эффектив-
ными, имеющими характер усредненных вели-
чин. Применение уравнения Ленгмюра позволя-
ет нам рассчитать такие параметры адсорбции, 
как константа десорбции фермента с поверхно-
сти и максимальная сорбционная емкость (наи-
большее количество лизоцима, которое может 
сорбироваться на поверхности клеток в рассма-
триваемой системе). Значения вычисленных по 
уравнению Ленгмюра сорбционных параметров 
приведены в таблице. Как видим, присутствие 
аминокислот в пределах погрешности экспери-
мента не влияет на максимальную сорбционную 
емкость, но во всех случаях уменьшает констан-
ту десорбции. Таким образом, добавление в си-
стему свободных аминокислот не изменяет чис-
ла сайтов связывания фермента на поверхности 
бактериальных клеток, но улучшает параметры 
связывания фермента с поверхностью за счет 
изменения константы десорбции. Значение мак-
симальной сорбционной емкости для человече-
ского лизоцима незначительно выше таковой для 
куриного, таким образом, оба типа лизоцима, 
вероятно, связываются с аналогичными сайта-
ми связывания на поверхности клеток этих бак-
терий. Константы десорбции Kd у человеческого 
лизоцима в тех же условиях в 1,5–2,0 раза ниже, 
чем у куриного, что свидетельствует о его не-
сколько более прочном связывании с клетками. 
Отношение константы десорбции в отсутствие 
эффектора к константе десорбции в его присут-
ствии для обоих лизоцимов составляет 1,4–2,0, 
демонстрируя сходную по характеру картину 
влияния добавленных аминокислот на сорбци-
онные параметры, что можно объяснить отно-

сительной близостью структур и свойств этих 
двух ферментов. Таким образом, улучшение па-
раметров связывания фермента с поверхностью 
клеток в присутствии эффекторов коррелирует с 
усилением бактериолитической активности, т.е. 
наблюдается улучшенная продуктивная сорб-
ция. Из литературных данных известно, что для 
E. coli при понижении осмолярности раствора 
на 30–40 мМ также наблюдается усиление сорб-
ции лизоцима, но одновременно с этим происхо-
дит резкое падение бактериолитической актив-
ности [15], т.е. имеет место увеличение вклада 
непродуктивной сорбции. Таким образом, для 
клеток E.coli при влиянии различных факто-
ров в разных условиях может наблюдаться как 
продуктивная, так и непродуктивная сорбция. 
Следует отметить, что характер адсорбции ли-
зоцима может в значительной степени отличать-
ся для разных видов бактерий. Так, например, 
по литературным данным, продуктивная сорб-
ция лизоцима на грамположительных клетках 
Lactobacillus plantarum существенно возрастает 
при значении pH, соответствующем оптимуму 
активности, однако в этом случае усиление про-
дуктивной сорбции определялось не изменени-
ем константы десорбции лизоцима, а увеличе-
нием эффективной сорбционной емкости [26].

Заключение

В настоящей работе показано, что усиление 
бактериолитической активности лизоцима в 
отношении клеток E. coli в присутствии заря-
женных аминокислот и глицина сопровожда-
ется улучшением параметров адсорбции фер-
мента на поверхности бактериальных клеток, 
что предположительно способствует образова-
нию продуктивного комплекса фермента с суб-
стратом – сополимером клеточной стенки бак-
терии. Одинаковые по характеру закономер-
ности показаны как для куриного, так и для 
человеческого лизоцима. Полученные данные 
необходимы для более глубокого понимания 
механизмов природной регуляции лизоцима, 
они открывают новые пути для разработки вы-
сокоэффективных антибактериальных препа-
ратов на основе этого фермента и на основе 
композиций низкомолекулярных веществ, ак-
тивирующих собственный фермент человече-
ского организма.
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