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АБСТРАКТ

Одним из современных подходов в повышении устойчивости злаковых культур к грибковым болезням является 
изучение гидролитических ферментов патогенов и их белковых ингибиторов в зерне. В последнее время протеазы и 
амилазы рассматривают как одни из важных факторов патогенности грибов. Для получения этих ферментов фитопа-
тогенный гриб F. graminearum выращивали твердофазным способом (solid state fermentation, SSF) с использованием 
пшеничных отрубей. Максимальное накопление ферментов при внесении 2,0х106 конидий/мл происходило на 8 день 
культивирования гриба. Методом аффинной хроматографии были очищены экстрацеллюлярная протеаза и α-амилаза 
с молекулярным весом 25 и 29 кДа, соответственно. С помощью специфических ингибиторов установлена принад-
лежность очищенной протеазы к сериновому трипсин подобному ферменту. По данным изоэлектрофокусирования 
α-амилаза состояла из 4-х изоферментов с сильно кислыми значениями pI 3,0-3,5. Определены рН, температурный оп-
тимумы и термостабильность ферментов. Полученные данные для α-амилазы и протеазы F. graminearum приводятся 
впервые. Результаты исследования могут быть использованы в поиске специфических ингибиторов амилаз и протеаз 
в зерне, как защитных белков, для их применения в оценке устойчивости сортов пшеницы к грибному поражению.
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ВВЕДЕНИЕ
Фитопатогенные грибы способны продуцировать экс-

трацеллюлярные ферменты, такие как эндоглюканаза, хи-
тиназа, ксиланаза, целлюлаза, липаза, α-амилаза, протеаза 
и ряд других. Эти гидролазы разлагают полимерные ве-
щества объектов, на которых паразитирует гриб, обеспе-
чивая его питание, рост и развитие. Было замечено, что 
повышенный синтез тех или иных ферментов патогеном 
в условиях in vitro во многом зависит от природы имею-
щихся в среде полимеров [1]. Так, протеазы лучше син-
тезируются при наличии в питательной среде белковых 
субстратов (индукторов), например, таких как казеин, же-
латин, белки зерна (клейковина), белковые гидролизаты, 
отруби [2]. Кроме того, уровень протеаз зависит от рН, 
температуры, наличия и концентрации нитратов и саха-
ров [3]. Часто в литературе имеются противоречивые све-
дения по этому вопросу, что указывает на сложную мно-
гофакторную регуляцию синтеза и секреции ферментов 
даже в контролируемых условиях культивирования.

Микроскопические грибы эволюционно адаптирова-
лись усваивать различные источники белка, благодаря 
способности вырабатывать разнообразные протеолити-
ческие ферменты, многие из которых секретируются в 
среду [4]. Внеклеточные протеазы грибов в основном се-
ринового типа и представлены семействами субтилизина 
и трипсина [5]. Они относятся к щелочным ферментам с 
молекулярной массой 25-40 кДа. Некоторые исследования 
свидетельствует о существовании корреляции между се-
риновыми (трипсиновыми) протеазами и патогенностью 
грибов [6]. В дальнейшем эта гипотеза была развита дру-
гими работами, где показано участие сериновых протеаз 
в лизисе клеточных стенок и защитных PR (pathogenesis 
related) белков растения-хозяина [7].

α-Амилаза – ключевой фермент превращения (гидро-
лиза) крахмала. Некоторые виды Aspergillus, Rhizopus, 

Streptomyces являются хорошими источниками фермента. 
Среди них наиболее известен Aspergillus niger, как пер-
вый микробный суперпродуцент α-амилазы [8]. Синтез 
и секреция фермента сильно зависят от условий культи-
вирования и питательной среды. Для многих почвенных 
изолятов грибов и A. niger была показана высокая актив-
ность экстрацеллюлярной α-амилазы при использовании 
крахмалистого сырья, в частности, рисовых и пшеничных 
отрубей в качестве углеродного источника. Оптимум дей-
ствия грибных ферментов лежит в кислой и нейтральной 
области рН, а молекулярный вес колеблется, в основном, 
в диапазоне от 40 до 60 кДа [9]. Амилолитические фер-
менты фитопатогенов рода Fusarium относительно слабо 
изучены. Имеются лишь некоторые сведения по свой-
ствам F. verticillioides и F. solani [10, 11].

Представители нитчатых грибов рода Fusarium пора-
жают в основном зерновые культуры. Эта проблема ак-
туальна для многих регионов мира, в т. ч. и Казахстана, 
где фузариозы широко распространены, причиняя боль-
шой урон урожаю. Одними из основных гидролитиче-
ских ферментов этих грибов являются α-амилазы и про-
теазы, переводящие запасные нерастворимые полимеры 
крахмал и протеин в легкоусвояемые вещества - сахара и 
аминокислоты [12]. Проблема фузариозного зерна весьма 
злободневна, поскольку такое зерно полностью не при-
годно для употребления в пищу из-за присутствия три-
хотеценов, включая дезоксиниваленол (ДОН), ниваленол 
(НИВ) и их ацетилированные производные 15-ацетил де-
зоксиниваленол (15-АДОН), 3-ацетил дезоксиниваленол 
(3-АДОН) [13]. Анализ литературных данных показывает, 
что в настоящее время α-амилазы и протеазы фитопато-
генов и их ингибиторы из зерна, в связи с большой те-
оретической и практической значимостью, интенсивно 
изучаются во всем мире. Использование этих защитных 
белков-ингибиторов в тестировании сортов пшеницы на 
устойчивость к грибному поражению представляется ак-
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туальным и перспективным. 
Цель настоящего исследования - подбор условий куль-

тивирования гриба F. graminearum с высокой продукцией 
α-амилазы и сериновой протеазы, их очистка и опреде-
ление некоторых физико-химических свойств. Данная 
работа является необходимым этапом для поиска, иден-
тификации и применения специфических белковых инги-
биторов изучаемых ферментов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объекты исследований – фитопатогенный гриб F. 
graminearum (штамм FRKM 0142), полученный из Ре-
спубликанской коллекции микроорганизмов. 

Культивирование гриба F. graminearum и отбор 
проб

Для лабораторного культивирования гриба использо-
вали 500 мл колбы с двумя вариантами твердофазной пи-
тательной среды (ПС): 1 – 6 колб с пшеничными отрубями 
(12 г), 2 – 6 колб отруби с добавлением 0,36 г пшеничного 
глютена (Sigma-Aldrich, США). В колбы заливали по 12 
мл минерального раствора, содержащего 0,15 г KH2PO4, 
0,025 г MgSO4×7H2O, 1 мг FeSO4 ×7H2O с pH 5,5. Среды 
перемешивали, стерилизовали 25 мин при 120°С и после 
охлаждения инокулировали конидиями F. graminearum в 
концентрации 6,0×106 в 3 мл 0,01 % Tween 80. Выращива-
ние вели в течение 12 дней и с интервалом в 2 суток про-
водили забор проб. К 1,5 г отобранного образца добавляли 
7,5 мл дистиллированной воды, инкубировали 10 мин и 
измеряли pH. После этого добавляли 0,375 мл 1 М Tris-
HCl pH 7,0, перемешивали и инкубировали 1 ч. Смесь 
центрифугировали 20 мин при 10000×g и полученную на-
досадочную жидкость фильтровали на нитроцеллюлозном 
фильтре с диаметром пор 0,2 мкм. Образцы обессоливали 
на колонке Centri Pure Р-25 (Serva, Германия) с 0,01 М 
Tris-HCl pH 7,0 и хранили при - 20°С до использования.

Получение проростков пшеницы и экстракция α-а-
милазы. 

Получение проростков пшеницы проводили, как опи-
сано ранее [14] при 22±0,5˚С в течение 5 суток. Зерно сте-
рилизовали 5% перекисью водорода в течение 15 мин, 
промывали водой и гомогенизировали в 0,05 М Na-аце-
татном буфере (рН 5,0), при соотношении 1:3. Гомогенат 
инкубировали при 4°C в течение 2 ч и центрифугировали 
при 10000×g в течение 15 мин. После этого экстракт про-
гревали при 700 С 10 мин для инактивировния β-амилазы 
и центрифугировали при 10000×g 15 мин [15]. Экстракт 
хранили при -20°С до использования. 

Определение активности α-амилазы и протеазы
Амилазную активность определяли йод-крахмальным 

методом [16]. Контрольная реакционная смесь содержала 
0,3 мл воды, 0,1 мл 0,5М ацетатного буфера pH 5,0, 0,1 мл 
зернового экстракта, 0,5 мл 0,02 % растворимого карто-
фельного крахмала (Sigma, США) в 0,05 М Na-ацетатном 
буфере pH 5,0, 0,8 мл 10 % уксусной кислотой и 0,2 мл 
0,2 % I2 в 2 % KI. Опытная реакционная смесь содержала 
все указанные выше компоненты за исключением уксус-
ной кислоты и 0,2 мл 0,2 % I2 в 2 % Kl. Инкубацию реак-
ционной смеси проводили от 5 до 30 мин при 30°С. Ре-
акцию останавливали добавлением 0,8 мл 10% уксусной 

кислоты и 0,2 мл 0,2 % I2 в 2% KI. За единицу α-амилаз-
ной активности принимали разницу в оптической плот-
ности между контролем и опытом при длине волны λ=620 
нм в 1 мл реакционной смеси за 1 ч.

Неспецифическую протеазную активность определяли 
согласно методу в нашей модификации [17]. Контрольная 
реакционная смесь содержала 0,3 мл воды, 0,1 мл 0,5 М 
Tris-HCl pH 7,8, 0,1 мл 0,5 мл 0,5 % гемоглобина (Sigma, 
США) в 0,05 М Tris-HCl pH 7,8, 1 мл 10 % ТХУ. Опыт-
ная реакционная смесь содержала все указанные выше 
компоненты за исключением ТХУ. Инкубирование про-
водили в течение 2 ч при 40°С. Реакцию останавливали 
добавлением 1 мл 10 % ТХУ. После центрифугирования 
при 5000×g в течение 30 мин измеряли оптическую плот-
ность при λ=280 нм. За 1 единицу протеазной активности 
принимали разницу в оптической плотности между опы-
том и контролем в 1 мл реакционной смеси за 1 ч.

Эксперименты и измерения ферментной активности 
проводились в трех повторностях. Данные графиков и та-
блицы представлены средними арифметическими значе-
ниями и их стандартными отклонениями.

Определение влажной биомассы мицелия
Определение влажной биомассы мицелия проводили 

методом взвешивания [18]. В колбы (30 шт.) объемом 
500 мл помещали по 12 г пшеничных отрубей размером 
0,5-1 мм. В другие колбы (30 шт.) вносили 12 г пше-
ничных отрубей и 360 мг пшеничного глютена (Sigma; 
США). В среды с отрубями без глютена и с глютеном до-
бавляли 12 мл солевого раствора (KH2PO4- 0.15г/100мл, 
MgSO4*7H2O- 0.025 г/100мл, FeSO4*7H2O- 1мг/100мл 
с pH 5.5). Среды гомогенно распределяли перемешива-
нием отрубей стеклянной палочкой и стерилизовали 25 
мин при 120°С. После охлаждения инокулировали кони-
диями F. graminearum в количестве 6,0×106 в 3 мл 0,01 % 
Tween 80. Колбы со средой взвешивали для определения 
исходной массы. Инкубацию проводили в термостате при 
30°С в темноте 12 суток. Через каждые 2 суток колбы со 
средой взвешивали для определения их массы. Разницу в 
росте биомассы мицелия определяли как разницу в весе 
между исходной и экспериментальной колбой. Данные 
на графике и в таблице представлены средними арифме-
тическими значениями и их стандартными отклонени-
ями. Остаток среды в колбах с мицелием использовали 
для осаждения белков сульфатом аммония.

Осаждение белков сульфатом аммония
Питательные среды из 30 колб с общей массой 200 г 

инкубировали 2 ч при 4°С в 1 л 0,05 М Na-ацетатного бу-
фера, pH 5,0 и центрифугировали 15 мин при 3000×g. Бе-
лок из надосадочной жидкости объемом 0,75 л осаждали 
сульфатом аммония в пределах насыщения до 80 % 24 ч 
при 4°С и центрифугировали 30 мин при 3000×g. Диа-
лизованный против 0,01 М Tris-HCl с pH 7,0 белок (сум-
марно около 80 мл) хранили при - 20°С для дальнейшей 
очистки ферментов. 

Очистка α-амилазы
Очистку α-амилазы гриба F. graminearum проводили 

на β-cyclodextrin-Sepharose (Sigma-Aldrich, США) со-
гласно инструкции производителя [19, 20]. На колонку 
размером (1,0×5 см) с аффинным сорбентом (5 мл), урав-
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новешенной 0,05 М Na-ацетатным буфером, рН 5,5 с 2 
мМ CaCl2 наносили 1 мл белка после осаждения сульфа-
том аммония и диализа. Связывание α-амилазы с аффин-
ным сорбентом вели в течение 30 мин, после чего колонку 
промывали стартовым буфером для удаления неспеци-
фических белков. α-Амилазу элюировали 7 мМ β-цикло-
декстрином. Фракции (2 мл) с амилазной активностью 
объединяли, обессоливали на колонке Centri Pure P-25 
и концентрировали на ультрафильтрационной ячейке 
Amicon (Millipor, США) на мембране UM 10. Хромато-
графию вели со скоростью потока 25 мл/час при 4 °C. 
Очистку α-амилазы гриба F. graminearum проводили 6 раз. 
Фермент хранили при -20о С до использования. 

Очистка протеазы
Очистку протеазы гриба F. graminearum проводили на 

benzamidine-Sepharose (Sigma-Aldrich, США) согласно ин-
струкции производителя (instructions 71-5020-61 AC) [20]. 
Колонку (1,0×5 см) с аффинным сорбентом (5 мл) урав-
новешивали 0,05 М Tris-HCl буфером, рН 7,8 и наносили 
1 мл белка после осаждения сульфатом аммония и диа-
лиза. Связывание протеазы с аффинным сорбентом вели 
в течение 30 мин, после чего колонку промывали 0,05 М 
Na-ацетатным буфером, рН 5,5 с 0,5 М NaCl для удаления 
неспецифических белков. Протеазу элюировали 40 мМ 
уксусной кислотой, которую быстро нейтрализовали 0,2 
М NaOH до рН 7,0. Фракции (2 мл) с протеазной активно-
стью объединяли, обессоливали и концентрировали. Хро-
матографию вели со скоростью потока 25 мл/час при 4 °C. 
Очистку протеазы гриба F. graminearum проводили 6 раз. 
Фермент хранили при -20о С до использования. 

Действие класс-специфических ингибиторов на 
очищенную протеазу 

Протеазу инкубировали 30 мин при комнатной тем-
пературе со следующими ингибиторами: Е-64 (N- [N- 
(L-3-транс-карбоксиран-2-карбонил) -L-лейцил] агматин, 
10 мкМ; пепстатин А, 10 мкМ; ФМСФ (фенилметилсуль-
фонилфторид), 1 мМ; ДФП (диизопропилфторфосфат), 
1 мМ; ЭДТА (этилендиаминтетраацетат), 2 мМ; соевый 
трипсиновый ингибитор (Sigma-Aldrich, США), 0,1 мМ. 
После этого активность протеазы определяли по методу, 
как было описано выше. За 100 % принимали активность 
фермента без добавления ингибиторов.

Электрофорез и изоэлектрофокусирование фермен-
тов 

Денатурирующий электрофорез белков в ПААГ с до-
децилсульфатом натрия (ДДС-Na2) проводили на приборе 
TV100Y (Scie-plas, Англия) в пластинах 12% ПАГ раз-
мером 100x80x1мм по методу Лэммли. После электро-
фореза пластины фиксировали в 12,5% ТХУ 1 ч и окра-
шивали 0,15 % кумасси бриллиантовым голубым G-250. 
Для определения молекулярного веса (М. в.) использо-
вали белки-маркеры (Serva, Германия). 

Нативное ИЭФ α-амилазы проводили в пластине 6% 
ПАГ размером 90×120×1 мм с 1% Servalyt pH 3-10 (Serva, 
Германия) при 500 В в течение 5 ч в камере для электро-
фореза Multiphor II (GE Healthcare, Швеция). По оконча-
нии ИЭФ гели инкубировали в 1 % растворе крахмала 
в течение 1 ч при 4°С с последующим проявлением зон 
активности фермента раствором I2/KI. Для ИЭФ исполь-

зовали α-амилазу из Bacillus licheniformis, Human saliva 
(Sigma, США) и из прорастающего (5 суток) зерна пше-
ницы, а в качестве маркеров pI - набор белков (Serva, Гер-
мания). Нативный электрофорез α-амилазы проводили в 
стеклянных трубках 7,5% ПААГ в трис-глициновой бу-
ферной системе при 500 В в течение 1,5 ч по методу [16]. 
После электрофореза гели окрашивали таким же спосо-
бом, как и в случае ИЭФ. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение и применение твердофазной ферментации 

(solid state fermentation, SSF) и погружного способа куль-
тивирования (submerged fermentation, SMF) в настоящее 
время вызывает значительный интерес у ученых и прак-
тиков [21, 22, 23]. Для высокого продуцирования фермен-
тов грибами важное значение имеет подбор подходящей 
питательной среды культивирования.

С целью получения α-амилазы и протеазы гриба F. 
graminerarum, в нашей работе для твердофазного культи-
вирования был использован компонентный состав среды 
Чапек-Докс с некоторой модификацией. Из состава был 
исключен нитрат натрия, а 3 % сахароза была заменена 
на 1 % глюкозу. По некоторым данным нитраты и относи-
тельно высокие концентрации сахаров могут выступать в 
качестве репрессоров синтеза некоторых гидролаз, в т. ч. 
амилаз и протеаз [24, 25]. Таким образом, базовая мине-
ральная среда включала 1,5 г KH2PO4, 0,25 г MgSO4·7H2O, 
0,01 г FeSO4·7H2O на 100 мл воды с добавлением 1 г глю-
козы. Количество вносимого инокулюма в одну колбу в 
конечной концентрации – 6,0×106 в 3 мл 0,01% Tween 80. 
В качестве субстрата и индуктора ферментов были ис-
пользованы пшеничные отруби и глютен. 

В первом эксперименте исследована динамика роста 
массы мицелия и изменения рН среды в период одного 
цикла культивирования F. graminearum на твердофазной 
среде. Из представленных данных четко прослеживалась 
связь накопления биомассы с увеличением рН с максиму-
мом к концу культивирования – на 10-12 сутки (рисунок 

Рисунок 1 - Изменение pH и биомассы F. graminearum, культиви-
руемого на твердофазной среде
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1). При этом характер изменчивости рН в двух вариантах 
субстрата несколько отличался. В варианте с отрубями 
резкий рост рН наблюдался на 6 сутки, а в варианте с до-
бавлением глютена – позже, на 8 сутки. 

В следующем эксперименте исследовалась динамика 
продуцирования грибом F. graminearum α-амилазы и про-
теазы в период культивирования. Амилазная активность 
достигала максимума на 8 сутки, а протеазная – на 8 (от-
руби+глютен) и 10 (отруби) сутки, после чего постепенно 
снижалась (рисунок 2). В целом, добавка в ПС глютена 
хоть и не значительно (10-15%), но повышала продуци-
рование грибом обоих ферментов. Таким образом, как 
сами пшеничные отруби, так и их сочетание с пшенич-
ным глютеном хорошо усваиваются грибом и являются 
эффективным индуктором синтеза и секреции α-амилазы 
и протеазы.

После выполненного аналитического варианта, где 
были оптимизированы режимы культивирования F. 
graminearum, была проведена наработка препаративного 
количества α-амилазы и протеазы. Питательные среды 
из-под гриба, выращенного на отрубях с глютеном, со-
бранные из 30 колб объединяли, добавляли Na-ацетатный 
буфер pH 5,0 до конечной концентрации 0,05 М и инкуби-
ровали в течение 2 ч с постоянным перемешиванием при 
4°С. Затем центрифугированием удаляли отруби и глю-
тен, а белки надосадочной жидкости осаждали и концен-
трировали сульфатом аммония, как было описано выше. 
α-Амилазу очищали методом аффинной хроматографии 
на β-циклодекстрин-сефарозе, а протеазу – на бензами-
дин-сефарозе. Хроматографическая очистка ферментов 
представлена на рисунке 3. Выбор этих методов не слу-
чаен, так как данные лиганды высокоспецифичны к изу-
чаемым ферментам. Следует также отметить, что бенза-
мидин является синтетическим ингибитором сериновых 
протеаз, в частности, трипсина и подобных ему фермен-
тов, а бензамидин-сефароза применяется для аффинной 
хроматографии этих белков [26, 27, 28].

Для выяснения природы очищенной протеазы исполь-
зовали класс-специфические ингибиторы. Из представ-

ленных данных (таблица 1) видно, что Е-64, пепстатин 
А и ЭДТА не оказывали ингибирующего действия на ак-
тивность фермента. В то же время как ингибиторы сери-
новых протеаз ФМСФ и ДФП, а также трипсиновый ин-
гибитор из сои в значительной мере подавляли фермент. 
Следовательно, очищенную на бензамидин-сефарозе про-
теазу гриба F. graminearum можно отнести к сериновым 
трипсин подобным протеазам.

По данным денатурирующего ДДС-электрофореза М. 
в. очищенной α-амилазы составлял ~ 29 кДа, а протеазы ~ 
25 кДа (рисунок 4). При этом другие белки практически 
не обнаруживались, т.е. ферменты были очищены до го-
могенного состояния. Таким образом, оба фермента гриба 
имели небольшую массу. Если для сериновых протеаз из 
разных источников это характерно, то относительно ма-
лый вес α-амилазы можно отнести к одной из особенно-
стей этого фермента у F. graminearum.

Известно, что α-амилаза у многих организмов суще-

Рисунок 2 - Влияние субстратов на активность α-амилазы (а) и протеазы (б)  F. graminearum

Рисунок 3 - Очистка α-амилазы (а) и протеазы (б) F. graminearum 
аффинной хроматографией на β-циклодекстрин-сефарозе и бензами-

дин-сефарозе
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ствует как мультифермент и представлена множествен-
ными молекулярными формами. В связи с этим значи-
тельный интерес представляло изучение в сравнительном 
плане изоферментного состава α-амилазы фитопатогена 
F. graminearum с ферментами из других источников. Из 
представленных ИЭФ профилей хорошо видно, что α-а-
милаза гриба состоит из 3-4 близко лежащих изоформ, ло-
кализованных в сильно кислой области геля с рН 3,0-3,5 
(рисунок 5, а). Эта уникальная особенность изофермен-
тов α-амилазы F. graminearum (сильно кислые pI) заметно 
контрастировала с ферментом из других источников. Изо-
ферменты α-амилазы Bacillus licheniformis, Human saliva 
и прорастающего (5 суток) зерна пшеницы в основном 
имели слабокислые и нейтральные изоэлектрические 
точки. Количественный состав изоферментов был уточнен 
нативным электрофорезом и насчитывал 4 компонента, 3 
из которых мажорные и 1 минорный (рисунок 5, б).

Одними из наиболее важных физико-химических 
свойств ферментов являются рН, температурный опти-

мумы действия и термостабильность. Для определения 
оптимума рН очищенной α-амилазы и трипсиновой про-
теазы гриба использовали буферы со значениями рН от 
3,0 до 11,0. В кислой области (рН 3-6) использовался аце-
татный буфер, а для области рН 7,0-11,0 применяли Tris-
HCl буфер. Оптимум действия α-амилазы находился в об-
ласти рН 5,0-6,0, а протеазы в районе pH 7,0-8,0 (рисунок 
6, а). Температурный оптимум действия протеазы и α-а-
милазы соответствовал 40 и 50ºС. Для изучения термо-
стабильности ферментные образцы прогревали при по-
вышенных температурах от 40 до 80ºС в течение 10 мин. 
Контролем служили ферменты без тепловой обработки. 
Трипсин подобная протеаза оказалась термолабильной и 
начинала, хоть и незначительно, терять активность уже 
при 50ºС (рисунок 6, б). Активность α-амилазы в этих же 
условиях, наоборот, заметно стимулировалась. При 70ºС 
активность обоих ферментов значительно снижалась, при-
чем в большей степени у протеазы. Дальнейшее повыше-
ние температуры до 80ºС приводило к полной инактива-
ции ферментов. 

Многие представители рода Fusarium являются опас-
ными патогенами зерновых культур. Среди этих грибов 
F. graminearum занимает особое место, поскольку отли-
чается высокой агрессивностью за счет выработки ряда 
сильных токсинов, угнетающих рост растений и снижаю-
щих качество зерна. Другим фактором патогенности гри-
бов, как показано в самое последнее время, являются про-
теазы и α-амилазы, в связи с чем их изучение становится 

Таблица 1 - Действие ингибиторов протеаз на очищенную протеазу F. graminearum 

Ингибитор Специфичность действия Концентрация Ингибирование (%)
Е-64 Цистеиновые протеазы 10 мкМ 0
Пепстатин А Аспартильные протеазы 10 мкМ 0
ФМСФ Сериновые протеазы 1 мМ 85,2 ± 2,08
ДФП Сериновые протеазы 1 мМ 93,6 ± 1,07
ЭДТА Металлопротеазы 2 мМ 0

Соевый трипсиновый 
ингибитор

Сериновые трипсин подобные 
ферменты 0,1 мМ 90,1 ± 1,84

1 - исходный грубый белок из F. graminearum, 2 - очищенная про-
теаза, 3 - очищенная α-амилаза, 4 - белки-маркеры М.в.

Рисунок 4 - ДДС-электрофорез очищенной α-амилазы и протеазы 

1 - α-амилаза F. graminearum, 2 - α-амилаза Bacillus licheniformis,
3 - α-амилаза Human saliva, 4 - α-амилаза Ttriticum aestivum, 5 - 

белки-маркеры pI
Рисунок 5 - Изоэлектрофокусирование (а) и нативный электрофо-

рез (б) α-амилазы из разных источников
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актуальным. Следует отметить, что в отличие от бакте-
рий, млекопитающих и растений, эти гидролазы у фито-
патогенных грибов менее изучены.

Как известно, существует множество питательных 
сред, используемых при культивировании грибов. Среди 
них имеются варианты, специально разработанные под 
конкретные цели, например, для получения тех или иных 
субстанций, имеющих практическое значение. Однако, 
универсальных протоколов сред для продуцирования α-а-
милазы и протеаз фитопатогенными грибами при научных 
исследованиях не имеется, поэтому для каждого вида ПС 
и режимы культивирования подбираются индивидуально. 

Обзор литературы по продукции ά-амилазы и проте-
азы грибами показал существенно большую эффектив-
ность твердофазного ферментирования с использованием 
пшеничных отрубей по сравнению с погружным спосо-
бом в жидкой ПС [29, 30, 31]. Обзор литературы в целом 
показал, что чаще всего используются среды Чапек-Докс 
и картофельно-декстрозная, однако при этом многими не 
учитывается наличие в их составе значительного количе-
ства сахарозы и нитратов [32, 33, 34]. Между тем, хорошо 
известно, что эти вещества могут выступать в качестве 
индукторов генов и подавлять синтез ряда гидролитиче-
ских ферментов, в т. ч. α-амилазы и протеаз путем ката-
болитной репрессии. Иными словами, накопление этих 
белков в культуре во многом регулируется метаболиче-
ски [35, 36, 37]. 

В данной работе при культивировании гриба F. 
graminearum этот факт был учтен и сахароза, а также ни-
трат были исключены. Использование отрубей и глютена 
в ПС было вызвано также и необходимостью присут-
ствия углеводного (крахмал), белкового питания и одно-
временно индуктора синтеза и секреции ферментов. При-
менение твердофазного способа выращивания на отрубях 
позволило наработать α-амилазы и протеазы в течение 
8-10 дневного срока культивирования гриба.

Для очистки грибных амилаз и протеаз во многих ис-

следованиях использовались методы гельфильтрации и 
ионообменной хроматографии, довольно длительные, тру-
доемкие и сопровождающиеся значительными потерями 
фермента [38, 39, 40, 41]. В данной работе была приме-
нена одностадийная и быстрая очистка на биоспецифи-
ческих аффинных лигандах. Высокая степень очистки 
позволила установить молекулярный вес ферментов и ос-
новные физико-химические свойства, необходимые для 
проявления их активности и взаимодействия со специфи-
ческими белками-ингибиторами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе подобрана оптимальная твердофазная среда 

для получения α-амилазы и трипсиновой протеазы гриба 
F. graminearum на основе пшеничных отрубей и модифи-
цированного минерального состава ПС Чапек-Докс. Мак-
симальная продукция ферментов происходила на 8 сутки 
культивирования. Методом аффинной хроматографии оба 
фермента были очищены до гомогенного состояния. С по-
мощью специфических ингибиторов установлена принад-
лежность очищенной протеазы к сериновому трипсин по-
добному ферменту. Согласно ДДС-электрофорезу М. в. 
α-амилазы составлял 29 кДа, а протеазы - 25 кДа. Натив-
ным электрофорезом и ИЭФ установлен изоферментный 
состав α-амилазы (4 компонента) с pI в кислой области рН 
3,0-3,5. Определены рН-, температурный оптимумы дей-
ствия и термостабильность ферментов. 

Данные по культивированию F. graminearum, очистке 
и физико-химическим свойствам α-амилазы и трипсино-
вой протеазы, секретируемых грибом являются новыми 
и пополняют накопленные сведения по грибным гидро-
литическим ферментам. 

Финансирование
Работа выполнена при поддержке Министерства обра-

зования и науки Республики Казахстан в рамках бюджет-
ной программы 217 «Развитие науки» и подпрограммы 
101 «Программно-целевое финансирование субъектов 
научной и/или научно-технической деятельности за счет 

Рисунок 6 - рН-оптимум (а) и термостабильность (б) α-амилазы и протеазы F. graminearum
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ФИТОПАТОГЕНДІ FUSARIUM GRAMINEARUM САҢЫРАУҚҰЛАҒЫНЫҢ Α-АМИЛАЗАСЫ МЕН 
ПРОТЕАЗАСЫН ТАЗАРТУ ЖӘНЕ СИПАТТАУ
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АҢДАТПА

Дәнді дақылдардың саңырауқұлақ ауруларына төзімділігін арттырудың заманауи тәсілдерінің бірі-қоздырғыштар-
дың дигестивті ферменттерін және олардың астықтағы ақуыз ингибиторларын зерттеу. Соңғы уақытта саңыра-
уқұлақтардың патогенділігінің маңызды факторларының бірі ретінде протеазалары мен амилазаларын қарастырады. 
Бұл ферменттерді алу үшін фитопатогенді F. graminearum саңырауқұлағын бидай кебегін пайдаланып, қатты фазалық 
әдіспен (қатты күйінде ашыту, ҚКА) өсірілді. Ферменттердің максималды өнімі саңырауқұлақ 2,0х106 конидий/мл 
инокуляциясы кезінде өсімінің 8-күнінде болды. Аффиндік хроматография әдісімен молекулалық массалары тиісінше 
25 және 29 кДа экстрацеллюлярлы протеаза және α-амилаза тазартылды. Арнайы ингибиторлардың көмегімен тазар-
тылған протеазаның сирин трипсиніне ұқсас ферментке жататындығы анықталды. Изоэлектрлікфокустеу деректері 
бойынша α-амилаза қышқылдығы күшті pI 3,0-3,5 болатын 4 изоферменттен тұрды. Ферменттердің рН, температура-
лық оптимумы және термотұрақтылығы анықталды. F. graminearum α-амилазасы мен протеазасы үшін алынған де-
ректер алғаш рет келтірілген. Зерттеу нәтижелерін астықтың амилазалары мен протеазаларының арнайы ингибитор-
ларын, қорғаныш ақуыздары ретінде іздеуде, бидай сұрыптарының саңырауқұлақпен зақымданғандағы төзімділігін 
бағалауда қолдануға болады.
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ABSTRACT

One of the modern approaches in increasing the resistance of cereal crops to fungal diseases is the study of digestive en-
zymes of pathogens and their protein inhibitors in grain. Recently, proteases and amylases have been considered as some of 
the important pathogenicity factors of fungi. To obtain these enzymes, the phytopathogenic fungus F. graminearum was grown 
by solid state fermentation (SSF) using wheat bran. The maximum accumulation of enzymes at the addition of 2,0×106 co-
nidia/ml occurred on day 8th of cultivation of the fungus. Extracellular protease and α-amylase with molecular weight 25 and 
29 kDa, respectively, were purified by affinity chromatography.. Using specific inhibitors, the purified protease was found to 
belong to the serine trypsin-like enzyme. According to isoelectric focusing data, α-amylase consisted of 4 isoenzymes with 
strongly acidic pI of 3.0-3.5. The pH, temperature optimum, and thermostability of the enzymes were determined. The data 
obtained for α-amylase and trypsin of F. graminearum are presented for the first time. The results of the study can be used in 
the search for specific inhibitors of amylases and proteases in grain as protective proteins for their application in estimation of 
wheat varieties resistance to fungal attack.
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