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Протеолитические ферменты (ПФ) исполь-
зуются человеком многие столетия, но научно 
обоснованное их применение началось с нача-
ла ХХ в. после публикаций фундаментальных 
работ Э. Фишера. ПФ могут быть получены из 
растительного сырья (например, папаин), из жи-
вотного сырья (например, трипсин) или из ми-
кроорганизмов. Основными микроорганизмами-
продуцентами являются бактерии родов Bacillus, 
Streptomyces, Pseudomonas и микроскопические 
грибы родов Aspergillus, Mucor, Penicillium и др.

По строению активного центра ПФ делятся 
на сериновые протеазы (трипсин, химотрипсин, 
субтилизин, протеиназа К), аспартатные про-
теазы (пепсин, ренин, микробные аспартатные 
протеазы), цистеиновые протеазы (папаин, фи-
цин, бромелаин), металлопротеазы (коллагеназа, 
эластаза, термолизин). Субтилизины относятся 
к классу гидролаз, группе сериновых протеаз и 
классифицируются по родам в соответствии с го-

мологией аминокислотной последовательности. 
Свое название субтилизины получили в связи с 
тем, что большинство из них продуцируется бак-
териями Bacillus subtilis. В научной литературе 
часто используется термин не «субтилизин», а 
«субтилизиноподобная протеиназа», что по сути 
одно и то же. Такого рода терминологическая 
вольность является традиционной уже многие 
годы и не вызывает неприятия как со стороны хи-
миков, так и со стороны медиков и биологов.

Из всего многообразия ПФ субтилизины выде-
ляются двумя свойствами. Первое, субтилизинам 
не присуща так называемая сайт-специфичность, 
они не обладают выраженной тропностью по от-
ношению к сочетанию аминокислот в белковой 
молекуле, которая, в свою очередь, существенно 
ограничивает возможности применения ПФ. На-
пример, сериновая протеиназа плазмин – доста-
точно активный ПФ, но только в отношении груп-
пировок «лизин–лизин». Второе, субтилизины 
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Субтилизины являются протеолитическими ферментами класса гидролаз, продуцируемыми бактериями Bacillus 
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преимущественно гидролизуют те белковые мо-
лекулы, которые утратили свою нативную глобу-
лу, либо вследствие разрушения четвертичной и 
третичной структуры и превращения в белковый 
детрит, либо вследствие полимеризации, как, на-
пример, фибриноген, превратившийся в фибрин.

Установленные протеолитические свойства 
субтилизинов в настоящее время активно исполь-
зуются человеком. Однако спектр их применения 
в большей степени смещен в промышленность, 
нежели чем в медицинскую практику. Субтилизи-
ны используют в пищевой промышленности для 
устранения нежелательных белковых осадков, в 
легкой промышленности как премиксы к синте-
тическим моющим средствам [20, 25], для тонкой 
выделки кожи, в химической аналитике для опре-
деления структуры белков и т. д.

В медицинском сообществе интерес к субти-
лизинам активно проявился в последние 20 лет. 
Детальное исследование гомогенных субти-
лизиноподобных протеиназ B. intermedius и 
B. amyloliquefaciens выявило тот факт, что они 
проявляют фибринолитическую, тромболити-
ческую и антикоагулянтную активность. Субти-
лизиноподобная протеиназа B. pumilus обладает 
большей тромболитической активностью, чем 
протеиназы B. intermedius и B. amyloliquefaciens, 
так как она в более низких концентрациях спо-
собна лизировать образованный тромб. Этот факт 
имеет большое значение с точки зрения умень-
шения побочных эффектов. Новые протеиназы 
QK-1 и QK-2 из B. subtilis QK02 и субтилизино-
подобная протеиназа из B. subtilis TP-6 имеют вы-
сокий уровень фибринолитической активности 
и перспективны в тромболитической терапии. 
У субтилизиноподобной протеиназы B. subtilis 
DC33 уровень протеолитической активности в 
6 раз выше, чем у субтилизина Карлсберг [1].

В исследовании, проведенном Majumdar et 
al. [22], сообщается о биохимических и фарма-
кологических характеристиках бревитромбола-
зы (brevithrombolase), фибринолитической сери-
новой протеазы, выделенной из штамма FF02B 
Brevibacillus brevis, для которой проведена оцен-
ка тромболитической активности. Молекулярная 
масса мономерной протеазы, измеренная с по-
мощью электрофореза в полиакриламидном геле 
(SDS-PAGE) и масс-спектрометрии MALDI-TOF, 
составляет 55 и 56 кДa соответственно. Обнару-
жено, что N-концевая последовательность бреви-
тромболазы блокирована, однако анализ массы 
пептида методом отпечатков и анализ аминокис-
лотного состава показали ее сходство с эндопеп-
тидазами в процессинге серина в их каталитиче-
ской триаде. Этот вывод был подтвержден тем, 
что ингибиторы сериновой протеазы уменьшают 

каталитическую (фибринолитическую) актив-
ность фермента. Вторичная структура бреви-
тромболазы на 30 % представлена альфа-спира-
лями и на 69,4 % – спиралями, образованными 
случайным образом. Протеаза проявляла опти-
мальную фибринолитическую активность при 
рН 7,4 и 37 °С и минимальную гидролитическую 
активность в отношении глобулина, казеина и 
фибриногена. Установлено, что бревитромболаза 
обладает наибольшей фибринолитической актив-
ностью in vitro и, соответственно, тромболитиче-
ским потенциалом среди трех ферментов – бре-
витромболаза, плазмин и стрептокиназа. ВЭЖХ и 
SDS-PAGE подтвердили сходную картину дегра-
дации фибрина бревитромболазой и плазмином, 
указывая на то, что она является плазминоподоб-
ной фибринолитической сериновой протеазой.

В работе Singh et al. [32] исследована фибри-
нолитическая активность традиционной фермен-
тированной пищи Северо-Восточной Индии и 
связанных с ней микроорганизмов. Установлен 
эндогенный источник фибринолитической ак-
тивности ферментированных рыбных продуктов. 
Идентификация 85 фибринолитических изолятов 
путем анализа рестрикции амплифицированной 
рибосомальной ДНК и сиквенса рибосомальной 
ДНК выявили 15 филотипов, при этом 55 изо-
лятов принадлежат к видам Bacillus. Разрабо-
тан более простой и надежный, в сравнении с 
традиционным методом фибриновых пластин, 
спектрофотометрический метод количествен-
ной оценки фибринолитической активности. Из 
31 вида различных исследованных ферментиро-
ванных продуктов фибринолитическую актив-
ность проявляли богатые протеином в основном 
соевые и рыбные продукты. Фибринолитическая 
активность была выше в ферментированных 
продуктах из рыбы Puntius sophore Ham., чем в 
ферментированных соевых продуктах. Зимо-
грамма фибрина на основе кластерного анализа 
показала фибринолитическую активность эндо-
генного происхождения в ферментированных 
рыбных продуктах и микробного происхождения 
в ферментированных соевых продуктах. Фер-
ментированный соевый продукт Hawaijar про-
явил более высокую специфичность по отноше-
нию к фибрину (отношение фибринолитической 
к казеинолитической активности 3,8 ± 0,21). 
Были также идентифицированы молочно-кислые 
бактерии с фибринолитической активностью, 
а именно – Vagococcus carniphilus, Vagococcus 
lutrae, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, 
Enterococcus gallinarum и Pediococcus acidilactici. 
B. subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, V. carniphilus, 
V. lutrae и Proteus mirabilis были очень перспек-
тивными продуцентами фибринолитических 
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ферментов с показателем более чем 350 единиц 
плазмина/мл. Высокое содержание фибринолити-
ческого P. mirabilis найдено в ферментированных 
продуктах из сои и свинины, что может представ-
лять серьезную проблему для здравоохранения. 
Фибринолитическая активность ферментирован-
ных продуктов частично может быть обусловле-
на выделенными микроорганизмами. Выявлены 
некультивированные протеолитические бактерии 
как в исходном сырье, так и в ферментированных 
рыбных продуктах. Такая пища с содержанием 
ПФ и связанные с ней микроорганизмы в даль-
нейшем могут использоваться для новых видов 
фибринолитической терапии. Однако высокое 
содержание P. mirabilis в ферментированных про-
дуктах вызывает обеспокоенность относительно 
безопасности их применения.

В работе Bi et al. [13] проведена оценка анти-
тромботического действия новой фибринолити-
ческой протеазы UFEIII, выделенной из морских 
червей Urechis unicinctus методами анионооб-
менной и гель-фильтрационной хроматографии. 
Определялись молекулярная масса, фибриноли-
тическая активность и модель фибриногеноли-
зиса UFEIII. SDS-PAGE очищенного фермента 
показал единственную полипептидную цепь с 
молекулярной массой 20,8 кДa. С помощью ана-
лиза на фибриновых пластинах установлено, 
что UFEIII может напрямую разрушать фибрин, 
но также активирует плазминоген. Модель фи-
бриногенолизиса для UFEIII выглядит следу-
ющим образом: Aα-цепи > Bβ-цепи > γ-цепь. 
Антитромботическое действие UFEIII исследо-
валось in vivo на моделях электрически инду-
цированного тромбоза сонной артерии у крыс, 
FeCl3-индуцированного тромбоза сонной арте-
рии у кроликов и стаз-индуцированного тромба 
полой вены у крыс. После введения UFEIII как 
кроликам, так и крысам наблюдался лизис тром-
ба. Однако введение UFEIII не только пролонги-
ровало активированное частичное тромбопласти-
новое время (АЧТВ) и тромбиновое время (ТВ), 
но также понижало содержание фибриногена, 
что потенциально ограничивает его применение 
в связи с угрозой геморрагического синдрома.

Из бурых водорослей Costaria costata вы-
делена антитромботическая сериновая протеаза 
прямого действия, обозначенная как ССР [16]. 
Масс-спектрометрия показала, что ССР – моно-
мерная протеаза с молекулярной массой 60,5 кДа. 
N-концевая последовательность выглядит как 
SCNSCLDKVDADGLN. Протеолитическая ак-
тивность ингибируется фенилметилсульфонил-
фторидом, подтверждая, что очищенный фермент 
является сериновой протеазой. Результаты анали-
за на фибриновых пластинах и фибриновой зи-

мографии выявили, что ССР способна разрушать 
непосредственно фибриновые сгустки. Она спе-
цифически гидролизует Aα- и α-, и Bβ- и β-цепи 
с последующими γ- и γ-γ-цепями человеческого 
фибриногена и фибрина соответственно. Расщеп-
ление фибриновых сгустков и фибриногена под-
тверждается изменением вторичной структуры, 
наблюдаемым при FTIR-спектроскопии. Морфо-
логические изменения фибринового сгустка так-
же доказаны наблюдениями при флуоресцентной 
микроскопии. ССР эффективно уменьшает тромб 
in vitro. Наблюдения in vivo показали, что ССР 
препятствует/уменьшает образование тромбов на 
каррагинан-индуцированной хвостовой модели 
у мышей. ССР пролонгирует АЧТВ и оказыва-
ет небольшое влияние на протромбиновое вре-
мя. Тесты на анализаторе функции тромбоцитов 
PFA-100 показали, что ССР пролонгирует «время 
закрытия». Эти данные свидетельствуют о том, 
что ССР может обладать терапевтическим потен-
циалом для лечения тромбозов.

Выделены и очищены до гомогенного со-
стояния глутамилэндопептидаза, субтилизино-
подобная протеиназа и металлоэндопептидаза 
Bacillus pumilis, секретируемые рекомбинантным 
штаммом B. subtilis JB 2036 [5]. Проведен ана-
лиз тромболитических, фибринолитических и 
антикоагулянтных свойств рекомбинантных фер-
ментов. Показано, что все исследуемые протеи-
назы способны эффективно лизировать тромб. 
В условиях in vitro субтилизиноподобная протеи-
наза и глутамилэндопептидаза рекомбинантного 
штамма B. subtilis обладают антикоагулянтной 
активностью. Металлопротеиназа же не спо-
собна повлиять на процесс тромбообразования. 
Субтилизиноподобная протеиназа и глутамилэн-
допептидаза обладают фибринолитической ак-
тивностью и активаторной способностью по от-
ношению к плазминогену, металлопротеиназа не 
проявляет фибринолитических свойств.

Из Douchi, традиционной китайской еды на 
основе ферментированной сои, выделен новый 
фибринолитический фермент субтилизин FS33, 
который проявляет более высокую активность 
при разрушении фибрина, чем урокиназа [37]. 
Для увеличения таргетного воздействия на тромб 
были приготовлены субтилизин FS33, меченный 
ФИТЦ, и поверхностно модифицированные ли-
посомы, в которые были инкапсулированы субти-
лизин FS33 и ФИТЦ с синтетическим пептидом 
Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS), который предположи-
тельно является специфическим антагонистом 
фибриногеновых рецепторов на мембране тром-
боцитов. Эти конструкции были использованы 
для оценки терапевтической эффективности на 
модели тромбоза сонной артерии у кроликов, ко-
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торый индуцировали применением двух кусочков 
фильтровальной бумаги, насыщенных 10%-м рас-
твором хлорида железа. Через яремную вену кро-
ликам вводили либо липосомы, несущие бычий 
сыворотчный альбумин, либо RGDS-липосомы, 
несущие субтилизин FS33, в дозе 2000 или 
4000 ЕД/кг массы тела. Через 15–120 мин после 
введения плазма крови кроликов, получивших 
RGDS-липосомы, показала более высокую анти-
тромботическую и фибринолитическую актив-
ность, чем плазма контрольной группы, эффект 
прямо зависел от дозы. АЧТВ, протромбиновое 
и тромбиновое время значительно увеличилось, 
так же как и содержание продуктов деградации 
фибриногена, в то время как время лизиса эу-
глобулинового сгустка заметно снизилось. Со-
держание ФИТЦ в сердце и мозге достоверно 
увеличилось, и результаты всех тестов D-димера 
были положительными. Кроме того, как показа-
ло вскрытие, венозные тромбы в мозге и почках 
были растворены полностью или частично. Все 
это показывает, что субтилизин FS33 обладает 
антитромботической и фибринолитической ак-
тивностью.

В исследовании Yuan et al. [42] системно 
изучено тромболитическое действие фермента 
Douchi – DFE из B. subtilis LD-8547 in vitro и in 
vivo. Установлено, что DFE играет значительную 
роль в тромболизисе и антикоагуляции in vitro, 
эффект зависит от дозы. Анализ острой токсич-
ности на мышах показал ее отсутствие. Обна-
ружено, что DFE значительно препятствует кар-
рагинан-индуцированному тромбозу хвоста на 
мышиной модели, а также обладает тромболити-
ческим действием при тромбозе сонной артерии 
у кроликов. Другие исследования in vivo показа-
ли, что DFE может заметно увеличивать кровоте-
чение и время свертывания. После курса лечения 
в течение недели тремя дозами DFE (2206, 4412 
и 8824 МЕ) мышам подкожно вводили карраги-
нан и затем через 24 ч измеряли длину хвостово-
го тромба. Показано, что DFE может значительно 
ингибировать образование тромба: его средняя 
длина в группе, получавшей физиологический 
раствор, составила 3,7 см и резко снизилась до 2 
и 0,4 см в группах, получавших 2051 и 4103 МЕ 
DFE соответственно. У мышей, получавших 8206 
МЕ DFE, тромб практически исчез. Результаты 
подтверждают, что DFE может предотвращать 
хвостовой тромбоз, индуцированный каррагина-
ном, и этот эффект усиливается с увеличением 
дозы DFE.

Из штамма Streptomyces выделен и охаракте-
ризован тромболитический фермент [10]. Пер-
вые 15 аминокислот N-конца очищенного фер-
мента представляют собой последовательность 

IAGGQAIYAGGGRRS, которая значительно 
отличается от опубликованных последователь-
ностей фибринолитических ферментов. Энзим 
обладает тромболитическим действием в 14 раз 
более сильным, чем плазмин. На модели карраги-
нан-индуцированного тромбоза хвоста у мышей 
фермент дозозависимо уменьшал частоту тром-
бообразования и длину тромба.

В публикации Mahajan et al. [21] сообщается о 
выделении, скрининге и идентификации морских 
культур для получения фибринолитических фер-
ментов. Выделена бактерия – мощный произво-
дитель фибринолитического фермента – которая 
в результате генного секвенирования 16S рРНК 
и исследования биохимических свойств была 
идентифицирована как B. subtilis ICTF-1. Кро-
ме того, оптимизация среды методом L18-орто-
гональных матриц дала увеличение продукции 
фибринолитического фермента до 8814 ЕД/мл, 
что в 2,6 раза больше, чем в неоптимизирован-
ной среде (3420 ЕД/мл). Исследование in vitro 
позволило установить способность фермента 
эффективно катализировать лизис кровяного 
сгустка, что указывает на возможность его ис-
пользования в качестве тромболитического аген-
та. Фибринолитический фермент был очищен из 
культурального супернатанта до гомогенности 
тремя последовательными процедурами с увели-
чением специфической активности в 34,42 раза и 
выходом 7,5 %, он обладал молекулярной массой 
28 кДa, оптимальными температурой и рН (50 °С 
и 9 соответственно) и был стабилен при рН 5,0–
11,0 и температуре 25–37 °С. Активность фер-
мента активируется Са2+ и заметно ингибируется 
Zn2+, Fe3+, Hg2+ и фенилметилсульфонилфтори-
дом. Очищенный фибринолитический фермент 
потенциально может использоваться не только 
как тромболитик. Выделен кодирующий его ген 
и определена последовательность ДНК. Сравне-
ние полной последовательности ДНК с таковой 
в базе данных NCBI показало, что фермент при-
надлежит к субтилизин-подобным сериновым 
протеазам.

В публикации Siritapetawee et al. [33] сообща-
ется о выделении из индийского хлебного дере-
ва и очистке новой микробной протеазы AMP48 
с молекулярной массой 48 кДa, охарактеризова-
ны ее биохимические и медицинские свойства. 
Ферментативная активность АМР48 значительно 
ингибируется фенилметансульфонилфторидом 
и соевым ингибитором трипсина, что указывает 
на принадлежность фермента к растительным се-
риновым протеазам. N-концевая последователь-
ность аминокислот АМР48 (AQEGGKDDDGG) 
не имеет совпадающих последовательностей в 
базе данных по поиску BLAST и другими рас-
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тительными сериновыми протеазами. Вторич-
ная структура АМР48 представлена α-спиралями 
(51 %) и β-листами (9 %). Фибриногенолити-
ческая активность АМР48 была максимальной 
при температуре от 55 до 60 °С и рН 8. Фер-
мент эффективно гидролизует α- и частично 
β- и γ-субъединицы человеческого фибриногена. 
Кроме того, фибринолитическая активность за-
регистрирована наличием продуктов распада при 
SDS-PAGE и усилением активности фермента – 
путем мониторинга изменения вторичной струк-
туры фибринового сгустка после расщепления 
АМР48 с использованием инфракрасной Фурье-
спектроскопии. Эта работа показывает потенци-
альную возможность использования АМР48 в 
качестве антитромботического средства при ле-
чении тромбоэмболических расстройств, таких 
как инсульт, легочная эмболия и тромбоз глубо-
ких вен.

Из штамма AS-S20-I Bacillus sp. выделена 
бафибриназа (bafibrinase) – фибринолитическая 
протеаза прямого действия, обладающая тромбо-
литическими и антикоагулянтными свойствами 
[26]. Бафибриназа – мономерный фермент с моле-
кулярной массой 32,3кДa. Две новые пептидные 
последовательности, полученные после ее обра-
ботки трипсином, показали высокое сходство с 
эндопептидазами, имеющими серин в их катали-
тической триаде. Кроме того, каталитическая ак-
тивность бафибриназы угнеталась ингибитором 
сериновой протеазы, подтверждая тот факт, что 
новый фермент – это субтилизин-подобная сери-
новая протеаза. Кажущиеся значения Km и Vmax по 
отношению к фибрину определены как 0,24 мкМ 
и 2,8 мкмоль/мин соответственно. Величина 
Km по отношению к хромогенному субстрату 
для плазмина (D-Val-Leu-Lys-p-нитроанилида 
дигидрохлорид) составила 0,139 мМ, а опти-
мальная активность наблюдалась при физиоло-
гических условиях (37 °С и рН 7,4). Исходя из 
модели расщепления фибрина и фибриногена, 
бафибриназа может быть классифицирована как 
α, β-фибриногеназа. Фермент не разрушал колла-
ген и был не токсичен для клеток НТ29 и эритро-
цитов человека. Кроме того, бафибриназа в дозе 
2 мг/кг была не токсична и не проявляла гемор-
рагической активности на мышах линии BALB/c, 
что подтверждает возможность ее использования 
для создания лучших и более безопасных тром-
болитических препаратов. In vitro бафибриназа 
также превосходила человеческий плазмин по 
разрушению тромба.

Из плодовых тел корейского гриба Cordyceps 
militaris выделен фибринолитический фермент 
[14]. Методами SDS-PAGE, фибрин-зимографии 
и гель-фильтрационной хроматографии установ-

лено, что молекулярный вес фермента состав-
ляет 34 кДa. N-концевая последовательность из 
15 аминокислот APVEQCDAPVGLARL отли-
чается от последовательностей фибринолити-
ческих ферментов из других грибов. Оптималь-
ные величины температуры и рН составляют 7,0 
и 40 °С соответственно. Активность фермента 
полностью ингибируется фенилметилсульфонил-
фторидом, 1,10-феналинтролином, Cu2+ и Ba2+, в 
значительной степени – апротинином, этиленди-
аминтетрауксусной кислотой и этиленгликолем 
тетрауксусной кислоты. Фермент демонстриру-
ет более высокую специфичность в отношении 
синтетического субстрата, N-сукцинил-Ala-Ala-
Pro-Phe-p-нитроанилида, что подтверждает его 
принадлежность к химотрипсин-подобным се-
риновым металлопротеазам. Фермент преиму-
щественно гидролизует фибриноген Аα-, далее 
Вβ-цепи и γ-цепь. Им также разрушаются Α-, β- и 
γ-γ-цепи фибрина.

Из многощетинкового червя Neanthes japonica 
(Izuka) комбинацией фракционирования суль-
фатом аммония, гидрофобной хроматографии, 
ионообменной хроматографии и гель-фильтрации 
выделена новая протеаза с фибринолитической 
активностью, названная NJP [39]. По оценке, сде-
ланной с помощью масс-спектрометрии MALDI-
TOF и SDS-PAGE, которые выявили мономерную 
форму NJP, ее молекулярная масса составляет 
около 28,6–33,5 кДa. Изоэлектрическая точка NJP, 
определенная 2-DE, равняется 9,2. NJP стабильна 
в диапазоне рН 7,0–11,0 с максимумом фермента-
тивной активности при 40 °С и рН 9,0. Гидроли-
зующее действие NJP на фибриноген начинается 
с Аα-цепи, далее Вβ-цепь и в последнюю очередь 
γ-цепь. NJP обладает также более высокой специ-
фичностью для хромогенного субстрата S-2238 
для тромбина. Активность NJP полностью инги-
бируется фенилметилсульфонилфторидом. Ана-
лиз части аминокислотной последовательности 
показал, что NJP обладает очень низкой гомоло-
гией с другими известными фибринолитически-
ми ферментами, указывая на то, что NJP является 
новой щелочной тромбин-подобной сериновой 
протеазой. Таким образом, NJP потенциально мо-
жет использоваться для профилактики и лечения 
тромбозов.

Из выделенной Streptomyces sp. CS624 получен 
протеолитический фермент с фибринолитической 
активностью – FES624 [23]. SDS-PAGE показал, 
что фермент состоит из единственной полипеп-
тидной цепи с молекулярной массой 18 кДa – наи-
меньшей среди известных фибринолитических 
ферментов, выделенных из Streptomyces к насто-
ящему времени. В анализе фибриновых пластин 
FES624 показал более сильную фибринолитиче-
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скую активность, чем плазмин. Активность фер-
мента была оптимальной и высокостабильной 
при рН 7,0, подтверждая, что это – нейтральный 
фермент. Более того, активность была максималь-
ной при 60 °С и стабильной при 50 °С или ниже. 
Фермент гидролизует Аα-, Вβ- и γ-цепи фибрино-
гена в течение 5, 10 и 150 минут соответственно. 
FES624 показал более высокую специфичность 
в отношении N-сукцинил-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, 
субстрата для химотрипсина. Активность фер-
мента подавлялась ингибитором сериновой про-
теазы Pefabloc®, а также ингибиторами металло-
протеазы этилендиаминтетрауксусной кислотой 
и этиленгликолем тетрауксусной кислоты. Кро-
ме того, ионы металлов оказывали различное 
влияние на активность FES624. В совокупности 
полученные данные подтверждают, что FES624 
является химотрипсин-подобной сериновой ме-
таллопротеазой. Для субстрата N-сукцинил-Ala-
Ala-Pro-Phe-pNA Km составила 0,218 мМ, Vmax – 
84,03 мМ/(мин × мг). Первые пятнадцать амино-
кислотных остатков N-концевой последователь-
ности – APNVDAIYLPQYRLS, что значительно 
отличается от ранее опубликованных последо-
вательностей фибринолитических ферментов; 
таким образом, FES624 может оказаться в своем 
роде новым ферментом.

Из B. subtilis A26 выделен и охарактеризован 
новый фибринолитический фермент, а также вы-
делен и секвенирован его ген [12]. Субтилизин 
BSF1 очищен до гомогенности в процедуре, со-
стоящей из пяти этапов, с увеличением специфи-
ческой активности в 4,97 раза и выходом 6,28 %, 
с помощью SDS-PAGE и гель-фильтрации уста-
новлена его молекулярная масса (28 кДa). Очи-
щенный фермент проявлял высокую фибриноли-
тическую активность на пластинах фибринового 
агара. Интересно, что BSF1 был высокоактивным 
в диапазоне рН от 7,0 до 12,0, с оптимумом при 
рН 9,0; относительные активности при рН 10,0 и 
11 – соответственно 97,8 и 85,2 % от активности 
при рН 9,0. Оптимальная температура для актив-
ности данного фермента составляла 60 °С. Ак-
тивность субтилизина BSF1 полностью терялась 
в присутствии фенилметилсульфонилфторида. 
Первые 11 аминокислот N-концевой последо-
вательности очищенного фибринолитического 
фермента – AQSVPYGISQI. Выделен ген bsf1, 
кодирующий субтилизин BSF1, и определена по-
следовательность ДНК. Ген bsf1 состоит из 1146 
пар нуклеотидов, кодирующих пре-про-протеин 
из 381 аминокислоты, объединенных в сиг-
нальный пептид (29 аминокислот), про-пептид 
(77 аминокислот) и зрелый домен (275 амино-
кислот). Логически выведенная аминокислотная 
последовательность зрелого фермента BSF1 от-

личается от последовательности наттокиназы из 
B. subtilis natto и субтилизина DFE из Bacillus 
amyloliquefaciens DC-4 пятью и 39 аминокислота-
ми соответственно.

Новый фибринолитический фермент, субти-
лизин QK, может расщеплять непосредственно 
сшивки фибрина in vitro [41]. При исследовании 
тромболитического действия субтилизина QK 
in vivo на модели тромба хвоста у мышей уста-
новлено, что после введения каррагинана тромб в 
группе, получавшей субтилизин QK, был короче, 
чем в группе, получавшей физиологический рас-
твор, эффект зависел от дозы (тромб практически 
исчезал при дозе субтилизина QK 12000 МЕ). Это 
исследование заложило основу для дальнейшей 
разработки субтилизина QK в качестве нового 
бифункционального тромболитика.

В одном из ранних исследований [34] обна-
ружена и очищена до гомогенности эндопротеаза 
Arp – щелочная протеаза Rhizopus из культураль-
ного супернатанта изолята Rhizopus microspores 
вариант ризоподиоформиса, полученного от не-
фатального случая риноорбитального мукорми-
коза. Определено 20 аминокислот N-концевой 
последовательности зрелого нативного фермента 
и выявлена высокая гомология с сериновыми про-
теазами подсемейства субтилизинов. SDS-PAGE 
показал, что молекулярная масса Arp составляет 
33 кДа, а pI – 8,8. Arp протеолитически активна 
в отношении разнообразных субстратов, включая 
эластин, в широком диапазоне рН – от 6 до 12 – 
с оптимумом при рН 10,5. После инвазивного му-
кормикоза в образцах сыворотки от пациента, от 
которого был получен штамм R. microspores для 
данного исследования, определялись специфиче-
ские антитела. Более того, при поисках факторов, 
участвующих в тромбозе как типичном осложне-
нии мукормикоза, недавно продемонстрировано 
прокоагуляторное действие Arp. В совокупности 
эти данные подтверждают экспрессию Arp при 
риноорбитальном мукормикозе и подтверждают 
роль фермента в патогенезе данного заболевания.

Из Ба-бао Douchi, традиционной китайской 
пищи, получаемой на основе ферментированных 
соевых бобов, выделен B. subtilis DC33, проду-
цирующий новый фибринолитический фермент 
[38]. Используя комбинацию различных хромато-
графических стадий, новый фибрин-специфиче-
ский фермент – субтилизин FS33 – был очищен 
до электрофоретической гомогенности. Оптимум 
температуры, рН и pI составляют 55 °С, 8,0 и 8,7 
соответственно. Молекулярная масса, измерен-
ная методом SDS-PAGE в восстановительных 
и невосстановительных условиях, составила 
30 кДа. Уровень фибринолитической активно-
сти фермента примерно в шесть раз выше, чем у 
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субтилизина Карлсберг. Первые 15 аминокислот-
ных остатков N-концевой последовательности – 
AQSVPYGIPQIKAPA – отличаются от последова-
тельности других известных фибринолитических 
ферментов. Амидолитическая активность субти-
лизина FS33 полностью ингибировалась 5 мМ фе-
нилметансульфонилфторида и 1 мМ ингибитора 
соевого трипсина, однако 1,4-дитиотреитол, бета-
меркаптоэтанол и р-гидроксимеркурийбензоат на 
активность фермента никак не влияли, что указы-
вает на важность серина и триптофана в актив-
ном центре фермента. Наибольшая аффинность 
субтилизина FS33 была в отношении N-Succ-Ala-
Ala-Pro-Phe-pNA. Таким образом, этот фермент 
может быть отнесен к субтилизин-подобным 
сериновым протеазам. FS33 обладал наивысшей 
расщепляющей способностью в отношении Вβ- и 
Аα-цепей фибрина и фибриногена и также воз-
действовал на тромботические и фибринолитиче-
ские факторы крови, такие как плазминоген, уро-
киназа, тромбин и калликреин. Таким образом, 
субтилизин FS33 способен расщеплять сгустки 
фибрина двумя способами: как образуя активный 
плазмин из плазминогена, так и путем прямого 
фибринолиза. Однако его безопасность в части 
развития геморрагического синдрома весьма со-
мнительна.

В одной из ранних работ [17] показано, как 
из Темпе, индонезийской ферментированной сои, 
была выделена бактерия ТР-6, которая выраба-
тывает сильную фибринолитическую протеазу 
и, как было установлено, является B. subtilis. Эта 
протеаза TPase была очищена до гомогенности 
фракционированием сульфатом аммония и хро-
матографией на октилсефарозе и SP-сефарозе. 
Определена молекулярная масса этого фермента 
(27,5 кДа), N-концевая аминокислотная после-
довательность, а кодирующий ее ген был кло-
нирован и секвенирован. В результате установ-
лено, что TPase является сериновой протеазой 
семейства субтилизина, в зрелой форме состо-
ящей из 275 аминокислотных остатков. Его ка-
жущиеся Km и Vmax для синтетического субстра-
та N-сукцинил-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA составила 
259 мкМ и 145 мкмоль/(мг × мин) соответственно. 
Схема расщепления фибриногена, обусловленно-
го TPase, как функция от времени была схожа с 
наблюдаемой для плазмина. Кроме того, анализ 
N-концевой аминокислотной последовательно-
сти продуктов расщепления фибриногена пока-
зал, что TPase расщепляет Glu (или Asp) рядом с 
гидрофобными кислотами, такими как сайт Р1 в 
α- и β-цепях фибриногена, с образованием фраг-
ментов D', E' и D', аналогичных образуемым плаз-
мином. На богатых плазминогеном фибриновых 
пластинах TPase не активировала лизис фибрино-

вого сгустка. Более того, фермент конвертировал 
активный ингибитор-1 активатора плазминогена 
в латентную форму.

Интерес к субтилизинам обнаруживается и 
в фундаментальных биологических науках, осо-
бенно в части изучения регенеративных и репро-
дуктивных феноменов. Показано, что старение 
предполагает повышенную экспрессию протеаз, 
которые могут участвовать в кругообороте азо-
та или проведении сигналов в клетке. В работе 
Martinez et al. [24] изучены 2D-зимограммы, на 
которых выявлены два вида белка, увеличиваю-
щих протеолитическую активность в стареющих 
листьях Arabidopsis thaliana.

В 80-х годах прошлого столетия стали по-
являться статьи японских ученых об изучении 
субтилизинов, полученных путем ферментации 
бобов штаммом B. subtilis, вариант natto, кото-
рый в Японии называется натто-кин. В процессе 
ферментации происходит наработка протеолити-
ческих ферментов, наиболее важным из которых 
является сериновая протеиназа – наттокиназа 
[15, 35]. В исследовании [40] установлено, что 
B. subtilis TKU007 продуцирует наттокиназу, ко-
торая может рассматриваться как новая основа 
для тромболитических препаратов. Из культу-
рального супернатанта B. subtilis TKU007 выделе-
на наттокиназа BSN1, очищенная до гомогенно-
сти трехступенчатой процедурой с 515-кратным 
увеличением специфической активности и 12%-м 
выходом. Молекулярная масса BSN1, опреде-
ленная SDS-PAGE и методом гель-фильтрации, 
составила около 30 кДa. Результаты пептидного 
картирования показали, что четыре триптиче-
ских пептида BSN1 идентичны наттокиназе из 
B. subtilis (GenBank gi14422313) с 37%-м покры-
тием последовательности. N-концевая аминокис-
лотная последовательность из 12 остатков пред-
ставляет собой AQSVPYGISQIK. Оптимальный 
рН, оптимальная температура, рН-стабильность 
и термальная стабильность BSN1 составили 8, 
40 °С, 4–11 и менее 50 °С соответственно. Фер-
мент полностью ингибировался фенилметилсуль-
фонилфторидом, указывая на то, что BSN1 – это 
сериновая протеаза.

В работах, опубликованных более 10 лет на-
зад, уже есть сообщения о перспективах исполь-
зования субтилизинов в медицине [2, 6, 8, 10, 15, 
18, 19, 27–30, 36]. Однако экспериментальные 
исследования не перешли к практическому при-
менению. Первые публикации о медицинском 
применении субтилизинов относятся к 2009 г. 
[4, 3, 7, 9, 11], в них представлены доклинические 
и клинические исследования тромболитического 
действия субтилизина, входящего в состав инно-
вационного отечественного лекарственного пре-
парата Тромбовазим®.
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ChemiCal and pharmaCologiCal properties of subtilisins
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Subtilisins are a class of hydrolases proteolytic enzymes produced by the bacteria Bacillus subtilis. The study of the 
chemical and pharmacological properties of subtilisin has been actively conducted the last 20 years. The interest has 
been caused by the presence of subtilisin fibrinolytic, thrombolytic and anticoagulation action. In this case, separated 
subtilisins show different fibrinolytic activity, and some of them are even more active than urokinase. Subtilisins effect 
does not have site-specificity and is directed to those proteins that have lost native globular structure (e.g., fibrinogen, 
into fibrin turned). It is known that the population of Japan, China and North East India are characterized by the lowest 
risk of heart diseases and dementia, perhaps this is due to the high content of fibrinolytic enzymes in traditional food 
(nattokinase from soybeans). Despite the large number of experimental studies, the subtilisins practical use in medicine 
remains limited. The only registered drug for thrombosis treatment is Russian medicine Trombovazim® created in 2009 
and based on immobilized subtilisin.
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