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Был изучен спектр антибактериального действия нового эндолизина бактериофага 
Т5 - катионозависимой L-аланоил-D-глутаматпептидазы. �оказано, что фермент специфи-L-аланоил-D-глутаматпептидазы. �оказано, что фермент специфи--аланоил-D-глутаматпептидазы. �оказано, что фермент специфи-D-глутаматпептидазы. �оказано, что фермент специфи--глутаматпептидазы. �оказано, что фермент специфи-
чески разрушает пептидогликан грамотрицательных бактерий, относящийся к типу А1γ. 
�оказано, что фермент полностью лизирует живые клетки бактерий в присутствии по-
лимиксина В. Это позволяет прогнозировать применение данного белка как энзибиотика на-
правленного действия.

Введение. Эндолизины – группа белков, кодируемых бактериофагами и разрушаю-
щих пептидогликан клеточной стенки бактерии на конечной стадии литического цикла раз-
вития фага. По типу связей, гидролизуемых в пептидогликане, эндолизины делят на 5 клас-
сов: 1) мурамидазы; 2) литические трансгликозилазы; 3) N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы; 4) 
N-ацетилмурамил-L-аланинамидазы и 5) пептидазы [1,2]. В настоящее время в связи с по--ацетилмурамил-L-аланинамидазы и 5) пептидазы [1,2]. В настоящее время в связи с по-L-аланинамидазы и 5) пептидазы [1,2]. В настоящее время в связи с по--аланинамидазы и 5) пептидазы [1,2]. В настоящее время в связи с по-
явлением большого числа антибиотикоустойчивых патогенов литические ферменты бактери-
офагов рассматриваются в качестве альтернативы антибиотикам для лечения и профилактики 
инфекций бактериальной природы. 

Эндолизины характеризуются определенным спектром антибактериального действия, 
не зависящим от чувствительности бактерии к антибиотикам. Спектр антибактериального 
действия эндолизина определяется типом фермента, составом компонентов клеточной стенки, 
а также конфигурацией субстрата. Избирательность действия эндолизина фага С1 на стреп-
тококки позволяет его использовать в качестве профилактического средства для предотвра-
щения колонизации этими бактериями мукозного эпителия верхних дыхательных путей [3]. 
Специфичность другого фагового эндолизина к B.��thr���� позволяет использовать его в диа-
гностике [4]. Лизоцим бактериофага Т4 был успешно использован для защиты картофеля от 
вредной бактерии Erw���� ��r�t�w�r� [5]. Относительно фаговых эндолизинов в литературе 
часто употребляется термин «энзибиотики».

Целью настоящей работы стал анализ спектра антибактериального действия нового 
эндолизина бактериофага Т5 и исследование возможности его применения в качестве лизиру-
ющего агента.

Материалы и методы. С целью определения спектра антибактериального дей-
ствия эндолизина клетки ночной культуры бактерий убивали автоклавированием, промывали 
и суспендировали в реакционном буфере (50 mM Tris-HCl, pH 8.2, содержащем 0.1% Tритон 
X-100) до концентрации ~2∙108 к.о.е./мл. Реакцию начинали добавлением фермента. Литиче-
скую активность измеряли по уменьшению оптической плотности при 450 нм в 1-см акрило-
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вых кюветах при комнатной температуре. За единицу активности принимали такое количество 
фермента, которое катализирует убывание оптической плотности на 1 ОЕ в минуту.

С целью проверки действия �ндолизина на живые клетки бактерий ночную культу-
ру E. ���� суспендировали в реакционном буфере (50 mM Tris-HCl, pH 8.2, содержащем 0.1% 
Tритон X-100) до концентрации ~2∙108 к.о.е./мл. Один образец обрабатывали полимиксином В 
(конечная концентрация 40 мкг/мл), второй – чистым препаратом эндолизина (конечная кон-
центрация 40 мкг/мл), третий – обоими агентами в тех же концентрациях. Контролем служи-
ли необработанные клетки. Все образцы инкубировали сутки при 37°С, после чего отбирали 
аликвоты, соответствующие 107 исходных клеток, и выращивали газоном на LB-агаре в тече-LB-агаре в тече--агаре в тече-
ние ночи.

Результаты и их обсуждение. Эндолизин бактериофага Т5 был успешно клонирован 
в клетках E.���� и очищен до электрофоретически гомогенного состояния [6]. Была исследова-
на активность эндолизина бактериофага Т5, изучены важнейшие биохимические и физические 
свойства фермента [7]. Фермент является Ca2+-зависимой L-аланоил-D-глутаматпептидазой, 
однако относится к семейству цинк-содержащих пептидаз семейства М15 клана МD [6-7]. Это 
первый пример L-аланоил-D-глутаматпептидазы, обнаруженной у вирулентного фага, инфи-L-аланоил-D-глутаматпептидазы, обнаруженной у вирулентного фага, инфи--аланоил-D-глутаматпептидазы, обнаруженной у вирулентного фага, инфи-D-глутаматпептидазы, обнаруженной у вирулентного фага, инфи--глутаматпептидазы, обнаруженной у вирулентного фага, инфи-
цирующего грамотрицательную бактерию.

Для определения спектра антибактериального действия фермента была проверена его 
способность гидролизовать пептидогликаны различного строения. Среди бактерий, выбран-
ных для лизиса, были как грамположительные, так и грамотрицательные с различной струк-
турой пептидогликана и клеточной стенки (Таблица 1). Все препараты грамотрицательных 
бактерий были подвержены быстрому лизису. Среди проверенных грамположительных видов 
только препараты клеток B. �ubt���� были подвержены слабому лизису (скорость на четыре 
порядка меньше максимальной), остальные грамположительные клетки не лизировались во-
обще. Таким образом, было показано, что фермент специфичен к пептидогликану грамотрица-
тельных бактерий, который относится к одному типу - A1γ - и не содержит ни тейхоевых, ни 
тейхуроновых кислот, характерных для клеточных стенок грамположительных бактерий. 

Таблица 1. - Действие пептидазы бактериофага Т5 на гетерологичные микроор-
ганизмы

Организм Тип пептидогликана Относительная скорость 
лизиса, Ед/мг белка

E��her��h�� ���� K-12 A1γ (1.12±0.12)∙104

Pe�t�b��ter�u� ��r�t�v�ru� A1γ (1.01±0.15)∙104

P�eu������� put��� A1γ (1.35±0.18)∙104

Pr�teu� vu�g�r�� A1γ (1.19± 0.20)∙104

Pr�teu� ��r�b���� A1γ (1.04±0.15)∙104

B�����u� �ubt���� A1γ 0.48±0.05
L��ter�� �����yt�ge�e� A1γ 0.016±0.001
St�phy������u� �ureu� A3α 0.0
��r��eb��ter�u� xer���� A1γ 0.0
M��r�����u� �uteu� А2 0.0

Как правило, для проникновения «изнутри» клетки сквозь внутреннюю мембрану 
клетки-хозяина к слою пептидогликана эндолизину необходим гидрофобный белок холин, 
второй компонент двухбелковой системы фаголизиса клетки. Однако, эндолизины способны 
разрушать пептидогликан клеточной стенки и в одиночку, будучи добавленными «извне» в 
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виде очищенного рекомбинантного белка. Прежде всего, это характерно для эндолизинов, 
специфичных к пептидогликану грамположительных бактерий. В некоторых случаях грамо-
трицательные микроорганизмы на определенных стадиях роста также подвержены лизису 
эндолизинами [5]. Однако в целом применение подобных белков против грамотрицательных 
микроорганизмов осложняется строением клеточной стенки последних, а именно наличием 
наружной плазматической мембраны.

Одним из способов пермеабилизации наружной мембраны, обеспечивающей эндоли-
зину доступ к субстрату – пептидогликану – и дальнейший лизис клетки, является применение 
антибиотиков, нарушающих мембрану [8]. В этом случае можно говорить о синергическом 
действии эндолизина с антибиотиком.

Мы использовали полимиксин В – пептидный антибиотик, который может связываться 
с фосфолипидами наружной мембраны и увеличивать ее проницаемость. На рисунке 1 видно, 
что полимиксин в концентрации 40 мкг/мл ингибирует рост клеток, не лизируя их (оптическая 
плотность не падает). Однако совместное использование эндолизина и полимиксина приводит 
к полному лизису клеток. При этом контрольные (ничем не обработанные) клетки и клетки, 
обработанные препаратом эндолизина, образуют сплошной газон. 

Рис. 1. Выживаемость клеток E.���� под действием �ндолизина. На рисунке пред-
ставлены фрагменты чашек, инкубированных с: А – очищенным �ндолизином (концен-
трация 40 мкг/мл), В – полимиксином В (концентрация 40 мкг/мл), С – полимиксином В 
и �ндолизином (концентрация каждого 40 мкг/мл), D – контрольные клетки.

Таким образом, можно говорить о бактериолитическом действии эндолизина на гра-
мотрицательные клетки, опосредованном пермеабилизацией наружной мембраны полимикси-
ном В.  

Заключение. Исследования, проведенные в целях изучения спектра бактериолитиче-
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ского действия фермента, показали, что пептидаза бактериофага Т5 специфична к клеточным 
стенкам грамотрицательных микроорганизмов, пептидогликан которых относится к одному 
типу - A1γ - и не содержит ни тейхоевых, ни тейхуроновых кислот, характерных для клеточ-A1γ - и не содержит ни тейхоевых, ни тейхуроновых кислот, характерных для клеточ-1γ - и не содержит ни тейхоевых, ни тейхуроновых кислот, характерных для клеточ-γ - и не содержит ни тейхоевых, ни тейхуроновых кислот, характерных для клеточ- - и не содержит ни тейхоевых, ни тейхуроновых кислот, характерных для клеточ-
ных стенок грамположительных бактерий. Среди грамотрицательных микрорганизмов есть 
и патогенные для животных и человека, а также растений (Pseudomonas, Klebsiella, Proteus, 
Shigella, Aeromonas, Vibrio cholerae, Yersinia, Salmonella, Campylobacter jejuni, Citrobacter, Ser-, Aeromonas, Vibrio cholerae, Yersinia, Salmonella, Campylobacter jejuni, Citrobacter, Ser-Aeromonas, Vibrio cholerae, Yersinia, Salmonella, Campylobacter jejuni, Citrobacter, Ser-, Vibrio cholerae, Yersinia, Salmonella, Campylobacter jejuni, Citrobacter, Ser-Vibrio cholerae, Yersinia, Salmonella, Campylobacter jejuni, Citrobacter, Ser- cholerae, Yersinia, Salmonella, Campylobacter jejuni, Citrobacter, Ser-cholerae, Yersinia, Salmonella, Campylobacter jejuni, Citrobacter, Ser-, Yersinia, Salmonella, Campylobacter jejuni, Citrobacter, Ser-Yersinia, Salmonella, Campylobacter jejuni, Citrobacter, Ser-, Salmonella, Campylobacter jejuni, Citrobacter, Ser-Salmonella, Campylobacter jejuni, Citrobacter, Ser-, Campylobacter jejuni, Citrobacter, Ser-Campylobacter jejuni, Citrobacter, Ser- jejuni, Citrobacter, Ser-jejuni, Citrobacter, Ser-, Citrobacter, Ser-Citrobacter, Ser-, Ser-Ser-
ratia, Escherichia, Proteus, Providencia, Acinetobacter, Moraxella, Flavobacterium,  Agrobacterium 
tumefaciens и другие). Наличие вызываемых грамотрицательными бактериями заболеваний 
делает эндолизин Т5 потенциальным бактериолитическим средством довольно узкого спектра 
действия, особенно перспективным в случаях, когда применение антибиотиков нежелательно 
или неэффективно.

В качестве пермеабилизующего мембрану грам-отрицательной бактерии агента нами 
были использован полимиксин В. Однако, это не единственный способ пермеабилизации мем-
браны. Можно выделить еще несколько подходов: физические или химические методы воздей-
ствия на клетку –обработка ЭДТА, триполифосфатом натрия, нагрев, изменение pH, обработка 
ультразвуком, - а также создание химерных конструкций на основе эндолизина, слитого с до-
менами определенного типа или антимикробными пептидами, обеспечивающими транслока-
цию через наружную мембрану. Это относительно новый подход, однако известны случаи, 
когда создание химерных белков помогало модулировать активность эндолизинов, изменять 
их специфичность и направленно бороться с патогенами [1].
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В ходе данной работы разработана �ЦР-тестовая система определения таксономи-
ческой принадлежности бактериофагов P.�erug����� в контексте возможности использова-P.�erug����� в контексте возможности использова-.�erug����� в контексте возможности использова-�erug����� в контексте возможности использова- в контексте возможности использова-
ния фагов в терапевтических препаратах

Введение: Для терапии синегнойных инфекций успешно применяются бактериофаги, 
в том числе и промышленно выпускаемые. Принципы селекции терапевтических бактерио-
фагов в настоящее время в основном эмпирические, и не имеется строгой описательной базы, 
основанной на генетических данных. Некоторые из требований, предъявляемых к бактерио-
фагам, используемым в составе терапевтических смесей, неразрывно связаны с изучением их 
генома. Знание полной последовательности генома фага позволяет проверить наличие генных 


