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Катепсин В – важнейшая цистеиновая протеиназа
лизосом, участвующая в процессах деградации многих
внутри- и внеклеточных белков. Протеолитическое дей-
ствие катепсина В изучали в отношении таких белков,
как гистон, гемоглобин, альбумин [1–3]. Вместе с тем в
литературе практически отсутствуют сведения о роли
катепсина В в деградации фармакологических препара-
тов белковой природы. Целью настоящей работы яви-
лось исследование воздействия катепсина В из почек
человека на препарат стрептокиназы.

Стрептокиназа, являющаяся белком β-гемолитических
стрептококков, широко применяется в практической ме-
дицине в качестве тромболитического препарата. Меха-
низм действия белка заключается в конформационной
активации плазминогена, приобретающего способность
катализировать гидролиз фибрина в составе комплекса
со стрептокиназой [4–6]. Терапевтическое действие вво-
димой пациентам стрептокиназы весьма кратковременно,
что может быть обусловлено ее быстрой деградацией,
предположительно при участии катепсина В.

Материалы и методы
Катепсин В выделяли из почки человека разработан-

ным нами методом [7]. В результате очистки был полу-
чен препарат с удельной активностью 14 МЕ/мг белка
по хромогенному синтетическому субстрату паранитро-
фенилового эфира N-α-карбобензокси-L-лизина (Z–Lys–
O–Np.HCl), синтезированному на кафедре природных
соединений Санкт-Петербургского государственного ме-
дицинского университета им. акад. И.П. Павлова.

Стрептазу (коммерческий препарат стрептокиназы,
АО “Белмедпрепараты”, Белоруссия) растворяли в фи-
зиологическом растворе, пока ее активность не дости-
гала 2500 МЕ/мл.

Обработку стрептокиназы катепсином В проводили в
условиях, оптимальных для фермента. Инкубационная

смесь содержала 0,1 мл рабочего раствора стрептокина-
зы и 0,1 мл (0,2 МЕ) препарата катепсина В в 0,02 М
ацетатном буфере (рН 5,0), содержащем 1 мМ ЭДТА и
5 мМ дитиотрейтол. Инкубацию проводили при 37°, ее
продолжительность варьировали от 5 до 30 мин. Конт-
рольная проба содержала стрептокиназу и буфер.

Продукты протеолиза изучали методами гель-фильт-
рации на колонке (33,5×1,1 см), заполненной Акрилек-
сом Р-60, а также методом щелочного электрофореза в
ПААГ с додецилсульфатом натрия.

Плазминоген-активирующую способность стрептоки-
назы оценивали с помощью турбидиметрического мето-
да регистрации образования и лизиса фибринового сгу-
стка [8]. В качестве источников фибриногена и плазми-
ногена использовали пул бедной тромбоцитами цитрат-
ной плазмы здоровых доноров. Для активации сверты-
вания применяли тромбин человека (“Ренам”, Россия),
который растворяли в физиологическом растворе до
установления активности 12–13 с по тромбиновому те-
сту (~2 мг/мл). Регистрацию оптической плотности ин-
кубационной среды проводили с помощью фотоэлект-
роколориметра МКМФ-02М со светофильтром 340 нм
в кювете толщиной 1 см, термостатируемой при 37°.
При графической регистрации процесса использовали
самописец ЛКД-4-003. Стандартная процедура исследо-
вания состояла в следующем. В кювету вносили
1,78 мл 0,02 М вероналового изотонического буфера
(рН 7,4), содержащего 1 мМ CaCl2; 0,1 мл плазмы кро-
ви и 0,02 мл инкубационной смеси, содержащей стреп-
токиназу и катепсин В (действие фермента при этом
прекращалось, поскольку катепсин В полностью теряет
активность при рН 7,4). Через 1 мин добавляли 0,1 мл
раствора тромбина, быстро перемешивали и регистри-
ровали динамику изменений оптической плотности во
времени. Восходящая часть кривой соответствовала
образованию фибринового сгустка; нисходящая – его
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лизису. Для характеристики фибринолиза использовали
следующие показатели: 1) время сохранения максимума
светопоглощения; 2) максимальная скорость (тангенс
угла наклона касательной к кривой в точке наибольшей
крутизны); 3) длительность.

Результаты и обсуждение
Было установлено, что в контрольной пробе стрепто-

киназа не утрачивает активности и не подвергается
распаду в течение как минимум 120 мин. Обработка
стрептокиназы катепсином В приводит к постепенной
деградации белка. Результаты электрофоретического
разделения образующихся продуктов представлены на
рис. 1. Уже после 5-минутной обработки наряду с ин-
тактными молекулами стрептокиназы (89 кДа) появля-
ются низкомолекулярные пептиды (8,5–10 кДа) и про-
дукты с молекулярной массой ~50 кДа, которые затем
также расщепляются. После 10-минутной обработки
отмечается увеличение содержания низкомолекулярных
пептидов (4,5–8,5 кДа) и появление продуктов с моле-
кулярной массой 32 кДа. Количество этих продуктов в
свою очередь снижается после 18-минутной инкубации
стрептокиназы с катепсином В, а продукты с молеку-
лярной массой 50 кДа полностью исчезают. К этому
времени еще сохраняется небольшое количество непов-
режденных молекул стрептокиназы, хотя количество
низкомолекулярных пептидов продолжает увеличивать-
ся. После 30-минутной обработки обнаруживаются в
основном низкомолекулярные пептиды (3–8,5 кДа), а
также небольшое количество продуктов с молекулярной

массой 32 кДа; последние оказываются также разру-
шенными после 45-минутной инкубации.

Результаты хроматографического разделения конт-
рольной и опытных (10 и 30 мин инкубации) проб
представлены на рис. 2. В случае стрептокиназы из
контрольной пробы наблюдается один пик (Ve = 10 мл).
Ее плазминоген-активирующая способность полностью
сохраняется. После 10-минутной обработки катепсином
наблюдается смещение этого пика и его расширение
(Ve = 12 мл), что указывает на уменьшение размеров
части молекул. Плазминоген-активирующая способность
в этом пике может быть обусловлена наличием как не-
поврежденных молекул стрептокиназы, так и крупных
молекул продуктов протеолиза, возможно, еще облада-
ющих активностью. Появляется пик низкомолекулярных
пептидов (4,5–8,5 кДа). Он не обладает плазминоген-
активирующей способностью. После 30-минутной обра-
ботки появляется пик (Ve = 16 мл), соответствующий
молекулярной массе 32 кДа, а также увеличивается и
расширяется пик низкомолекулярных пептидов (3–
8,5 кДа). Эти пики не обладают плазминоген-активиру-
ющей способностью.

Проверка функциональной активности стрептокина-
зы в ходе обработки ее катепсином В показала, что
инкубация в течение 5 мин не приводит к изменению
параметров фибринолиза по сравнению со стрептокина-
зой из контрольной пробы (рис. 3, кривые 1, 2). Это
объясняется сохранением достаточного количества не-
поврежденных молекул стрептокиназы (рис. 1). Увели-
чение продолжительности обработки приводит к тормо-
жению фибринолиза (рис. 3, кривые 3, 4 и 5). Перво-
начально (кривая 3) отмечается увеличение в 4,5 раза
времени сохранения максимума светопоглощения. Эта
величина характеризует скорость накопления активного
плазмина, так как лизис сгустка начинается только тог-
да, когда концентрация активированного фермента дос-
тигает определенного уровня. Таким образом, первона-
чально происходит снижение скорости активации плаз-
миногена из-за уменьшения в ходе деградации количе-
ства молекул стрептокиназы, способных образовывать

Рис. 2. Профили элюции гель-хроматографического разделения
продуктов деградации стрептокиназы (250 МЕ) катепсином В

(200 мВ) на Акрилексе Р-60 (33,5×1,1 см) при времени
инкубации, мин: 1 – контроль; 2 – 10; 3 – 30

Рис. 1. Результаты ПААГ- ЭФ препарата стрептокиназы
(250 МЕ) при разной продолжительности его обработки
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активаторный комплекс, однако, в конце концов, активи-
руется весь имеющийся плазминоген. Об этом свиде-
тельствуют неизменность времени и скорости лизиса
(рис. 3, кривые 1, 2 и 3). Эти величины определяются
количеством активного плазмина. Кроме того, лизис
фибрина, как уже отмечалось, может осуществляться под
действием самого активаторного комплекса в том случае,
если продукты протеолиза стрептокиназы способны еще
его образовывать. После 18-минутной обработки стреп-
токиназы катепсином В (рис. 3, кривая 4) наряду с 11-
кратным увеличением времени сохранения максимума
светопоглощения происходит и заметное снижение ско-
рости фибринолиза, что можно объяснить уменьшением
не только скорости образования комплекса стрептокина-
за–плазминоген, но и количества активированного плаз-
мина. Вероятно, в этот период процесс образования ак-
тивированного плазминогена начинает лимитироваться
количеством функционально активной стрептокиназы.
После 30-минутной обработки препарата катепсином В
не наблюдается лизиса сгустка (рис. 3, кривая 5).

В следующей серии экспериментов была исследова-
на зависимость параметров функциональной активно-
сти стрептокиназы от количества катепсина В. В этих
опытах  время  инкубации  составляло  10 мин , а
количество фермента в пробе варьировалось от 50 до
400 МЕ. В этом диапазоне концентраций была выявле-
на линейная зависимость времени сохранения максиму-
ма светопоглощения от количества катепсина В (рис. 4).

Таким образом, указанная величина наиболее точно
отражает количество стрептокиназы в пробе. Измене-
ния времени лизиса в зависимости от количества катеп-
сина В имеют “пороговый” характер: при уровне катеп-
сина от 50 до 200 МЕ время лизиса сохраняется неиз-
менным, а при дальнейшем увеличении количества
фермента время лизиса начинает возрастать.

Как известно, молекула стрептокиназы состоит из
одной полипептидной цепи (414 аминокислот) и не со-
держит углеводных или липидных компонентов. В мо-
лекуле белка можно выделить 15 N-концевых амино-

кислот, три глобулярных домена (α -, β-, и γ) и 32
С-концевые аминокислоты [6]. Имеются сведения о
том, что для образования полноценного активаторного
комплекса необходимо наличие всех трех доменов
стрептокиназы. Утрата же стрептокиназой 15 первых и
20 последних аминокислот никак не отражается на ее
активности, тогда как фрагмент, охватывающий остатки
60–333, сохраняет только 1% активности и оказывается
слабосвязанным с плазминогеном [4].

Полученные нами данные о динамике изменения
активности стрептокиназы в ходе ее обработки катеп-
сином В свидетельствуют о том, что первоначально
расщепление стрептокиназы идет в концевых областях
молекулы. Об этом свидетельствует то, что плазмино-
ген-активирующая способность белка сохраняется на
начальных этапах ферментной обработки. При анали-
зе первичной структуры стрептокиназы обращает на
себя внимание то, что в концевых областях стрептоки-
назы действительно имеются связи, образованные па-
рами основных аминокислот. Кроме того, такие связи
расположены в α-домене, между участками связыва-

Рис. 3. Влияние продолжительности обработки стрептокиназы (250 МЕ) катепсином В
(200 мВ) на процесс фибринолиза (мин): 1 – 0; 2 – 5 ; 3 – 10; 4 – 18; 5 – 30
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ния с интактным плазминогеном и участком связыва-
ния с плазминогеном комплекса. Вероятно, образую-
щиеся в ходе протеолиза продукты с молекулярной
массой 50 кДа еще могут связываться с плазминоге-
ном, но не способны его активировать из-за разруше-
ния α-домена.

Таким образом, установлено, что катепсин В из по-
чек человека обладает высокой протеолитической

активностью в отношении стрептокиназы, что объяс-
няет кратковременность терапевтического эффекта
препарата.

Процесс деградации стрептокиназы катепсином В
проявляется в первую очередь в увеличении времени
сохранения максимума светопоглощения на турбиди-
метрической кривой фибринолиза, а затем и в замедле-
нии фибринолиза.
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