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Обнаружено [1, 2], что интерлейкин-2 обла-
дает бактериолитической активностью, подобно 
яичному куриному лизоциму, однако, в отличие 
от лизоцима, демонстрирует более строгую суб-
стратную специфичность, лизируя грамотрица-
тельные палочки Escherichia coli, но не действуя 
на грамположительные кокки Micrococcus luteus 
и спорообразующие грамположительные бакте-
рии Bacillus subtilis. 

Поиск новых субстратов-бактерий, на кото-
рых проявляет активность интерлейкин-2, яв-
ляется фундаментальной научной задачей, так 
как механизм бактериолитического действия 
интерлейкина-2 до сих пор не изучен. С точки 
зрения медицинской прикладной науки особен-
но важно знать характер действия интерлейки-
на-2 на те бактерии, которые взаимодействуют 
с человеческим организмом, так как интерлей-
кин-2 выступает в качестве важного фактора в 
различных воспалительных процессах, сепсисе, 
онкологии. Кроме того, IL-2 является и диагно-
стическим маркером, и лекарственным препара-
том [3–7]. 

Данная работа посвящена обнаружению и ис-
следованию бактериолитической активности ин-

терлейкина-2 человека на грам-положительных 
молочнокислых бактериях Lactobacillus planta-
rum, которые являются важным компонентом 
симбиотической микрофлоры человека [8–10].

Материалы и методы

В работе использованы следующие материа-
лы: ронколейкин (раствор очищенного интерлей-
кина-2 для внутривенного и подкожного введе-
ния (0,5 мг в 1 мл; «Биотех», Россия); MES, Tris 
(«ч.д.а», «ICN Biomedicals», США); лиофилизи-
рованный куриный яичный лизоцим (95% чисто-
ты, «Sigma Aldrich», США); лимонная кислота, 
CuSO4, NaCl, Na2CO3, NaOH («ч.д.а», «Merck», 
Германия); CH3COOH («ч.д.а», «Реахим», Россия); 
HCl («Germed», Германия); 10%-й водный раствор 
додецилсульфата натрия («BioRad», США). 

Клетки Е. coli JM109 любезно предоставлены 
Дж. Мессингом (Waksman Institute, New Jersey, 
США). Клетки Е. coli растили 1 сут на 1%-й твер-
дой агаризованой среде LB при температуре 37°С 
по стандартной методике [11]. Использовали пре-
парат лиофилизированных бактерий L. plantarum 
(«Микроген», Россия), из которого перед началом 
работы готовили суспензию (10 мл воды на одну 
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ампулу). Перед началом измерений препараты 
клеток Е. coli и L. plantarum центрифугировали 
при 3500 об/мин в течение 4 мин на центрифуге 
«Minispin» («Eppendorf», Германия), затем ресу-
спендировали в буферном растворе, использу-
емом для измерения активности. Результаты 
измерений скорости лизиса клеток лиофилизи-
рованного препарата L. plantarum совпадают с 
таковыми для свежевыращенных клеток [12]. 
Раствор яичного куриного лизоцима готовили 
непосредственно перед экспериментом, исполь-
зуя ту же буферную смесь, что и для измерения 
активности. В качестве стандартного раствора 
интерлейкина-2 использовали готовый препарат 
без дополнительной обработки, ампулу вскры-
вали непосредственно перед экспериментом. 
Так как в исходном растворе интерлейкина-2 
присутствует додецилсульфат натрия (0,5%), то 
в работе также приведены данные по влиянию 
разных концентраций данного компонента на 
фоновый лизис клеток и на лизис в присутствии 
интерлейкина-2. Для измерения светопоглоще-
ния растворов использовали двухлучевой спек-
трофотометр «UV-1601PC» («Shimadzu», Япо-
ния). Измерения проводили в кюветах с длиной 
оптического пути 1 см и объемом 0,5 мл. Кон-
центрацию белка определяли микробиуретовым 
методом [13] с использованием модифициро-
ванного реагента Бенедикта [14].

Определение бактериолитической      
активности

Бактериолитическую активность белков опре-
деляли турбидиметрическим методом [12, 15] 
на длине волны 650 нм при температуре 37°С. В 
качестве начальной скорости лизиса клеток ис-
пользовали изменение поглощения A650 в интер-
вале времени от 5 до 20–30 с от начала лизиса. В 
отсутствие бактериолитических факторов фоно-
вый самопроизвольный лизис клеток в условиях 
эксперимента не наблюдался. При определении 
активности использовали суспензию клеток с на-
чальным поглощением A650 = 0,4. Измерение ак-
тивности проводили в буферном растворе 10 мМ 
MES-Tris-CH3COOH при разных значениях pH. В 
качестве показателя активности в работе приведе-
ны значения начального изменения поглощения –
dA/dt (с–1), которые в данных условиях связаны по-
стоянными множителями с –dKOE/dt и с измене-
нием степени лизиса dΘ/ dt [12, 15] (Θ = 0, если все 
клетки целы, и Θ = 1 в случае 100%-го разрушения  
клеток препарата). Множитель (α) для пересчета 
–dA/ dt в dΘ/ dt зависит от клеток-субстратов. Для 
разных клеток-субстратов одно и то же изменение 

поглощения соответствует разному изменению 
степени лизиса. Скорость лизиса и удельная ско-
рость лизиса (СЛ) могут быть рассчитаны по сле-
дующим формулам:

dΘ/ dt = (–dA/dt)∙α,

СЛ = (1/[E])∙dΘ/ dt = ((–dA/dt)∙α)/[E].

Согласно данным предыдущих работ, множи-
тель α (для пересчета скорости начального паде-
ния величины оптического поглощения в скорость 
изменения степени лизиса) равен 8,9 и 3,3 для L. 
plantarum и E. coli соответственно [12, 15].

Результаты и обсуждение

На рис. 1 представлены зависимости скоро-
сти лизиса от концентрации бактериолитического 
фактора. Сразу отметим тот факт, что в сравнении 
с литературными данными [1] активность исполь-
зуемого в данной работе интерлейкина-2 оказалась 
ниже в 7–8 раз в аналогичных условиях измере-
ния. Этот феномен связан, вероятно, с отсутствием 
контроля за уровнем прямой бактериолитической 
активности в коммерческом препарате, который 
может отличаться по этому свойству в зависимо-
сти от партии. В целом все зависимости активно-
сти от концентрации бактериолитического фактора 
имеют сходный характер. Скорость лизиса клеток 
пропорциональна концентрации бактериолитиче-
ского фактора в области малых концентраций по-
следнего, когда скорость-лимитирующей стадией 
лизиса является ферментативный процесс. В об-
ласти больших концентраций фермента зависи-
мость имеет более сложный характер, стремясь к 
горизонтальной асимптоте, когда скорость лизиса 
перестает зависеть от концентрации фермента. 
При большой концентрации фермента происходит 
множественное одновременное повреждение кле-
точной стенки, и скорость осмотического разрыва 
клетки оказывается медленней ферментативных 
процессов, которые перестают быть скорость-ли-
митирующими [1, 12]. Приближение к горизон-
тальной асимптоте явно наблюдается в экспери-
ментах с лизоцимом как для L. plantarum, так и 
для E. coli. В экспериментах с интерлейкином-2, 
как сказано выше, скорость лизиса клеток срав-
нительно невысока, поэтому в рабочем диапазоне 
концентраций наблюдается только линейный диа-
пазон зависимости. В дальнейших экспериментах 
для удобства сравнения мы выбрали такие концен-
трации бактериолитических факторов, при кото-
рых наблюдаемые скорости имеют один порядок.

На рис. 2 представлены pH-зависимости скоро-
сти лизиса клеток L. plantarum и E. coli  под дей-
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ствием IL-2 и яичного куриного лизоцима. Как 
видим, картина кардинально меняется в зависи-
мости от используемых  клеток-субстратов. И для 
яичного куриного лизоцима, и для интерлейкина-2 
оптимумы активности на L. plantarum лежат в ней-
тральной области. Для E. coli pH-оптимумы актив-
ности для обоих бактериолитических факторов 
смещены в щелочную область. Согласно данным, 
полученным в работе [1], оптимум активности 

Рис. 2. Зависимость скорости лизиса от pH: 1 – лизоцим (0,1 мкг/мл, E. coli);                        
2 – лизоцим (2,5 мкг/мл, L. plantarum); 3 – интерлейкин-2 (15 мкг/мл, E. coli);                

4 – интерлейкин-2 (30 мкг/мл, L. plantarum)

Рис. 1. Зависимости скорости лизиса клеток от концентрации бактериолитиче-
ских факторов: 1 – лизоцим (E. coli, pH 8,5); 2 – лизоцим (L. plantarum, pH 7,0);                  

3 – интерлейкин-2 (E. coli, pH 8,5); 4 – интерлейкин-2 (L. plantarum, pH 7,0)

яичного куриного лизоцима и интерлейкина-2 че-
ловека на клетках E. coli также смещен в щелоч-
ную область в аналогичных условиях. Для интер-
лейкина-2, выделенного из плазмы крови барана 
[2], тоже наблюдается оптимум pH-активности в 
щелочной области в случае использования в ка-
честве субстрата E. coli. Для сложного полимер-
ного субстрата pH-профиль активности фермента 
может существенно отличаться от теоретического, 
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основанного на знании pK ионогенных групп ак-
тивного центра [16, 17]. Эффективное значение 
pH для микроокружения участвующих в катализе 
ионогенных групп в области заряженной поверх-
ности бактерии может отличаться от значения pH 
в объеме раствора. Отдельной проблемой описа-
ния ферментативной кинетики для полимерных 
субстратов является сложность учета вклада раз-
ных типов сорбции фермента [18]. Для лизоцима 
известно явление различного характера сорбции 
фермента на клетках E. coli и L. plantarum в раз-
ных условиях [12, 19], что может вносить иска-
жения в характер pH-зависимостей активности. 
Таким образом, для сложного полимерного суб-
страта на характер зависимости активности от 
pH влияют многие факторы. Можно утверждать, 
что имеет место сходный характер смещения pH-
оптимума активности для интерлейкина-2 и лизо-
цима в зависимости от используемого субстрата 
бактериальных клеток. Выяснение деталей взаи-
модействия антибактериального белка с клеткой 
при разных значениях pH выходит за рамки дан-
ной работы и может быть предметом будущих ис-
следований.

В табл. 1 представлен пересчет наблюдаемых 
значений активности (–dA/dt) в оптимумах pH-

зависимостей активности в истинную скорость из-
менения степени лизиса (СЛ). Величина 100%×СЛ 
соответствует процентному содержанию в систе-
ме клеток, разрушенных в 1 с, в расчете на кон-
центрацию фермента 1 г/л (мг/мл). Как видим из 
соотношения удельных скоростей лизиса, лизоцим 
почти в десять раз эффективней лизирует клетки  
E. coli, а интерлейкин-2 приблизительно одинако-
во эффективен в отношении E. coli и L. plantarum.

В табл. 2 представлены данные по скоро-
сти лизиса L. plantarum и E. coli в присутствии 
интерлейкина-2 при разных значениях ион-
ной силы. Для обоих субстратов наблюдается 
уменьшение скорости лизиса при увеличении 
ионной силы до значения 0,03 М. Падение ско-
рости лизиса при увеличении ионной силы мо-
жет быть связано с уменьшением скорости ос-
мотического разрыва клетки [12, 15]. Однако в 
сравнении с яичным куриным лизоцимом для 
интерлейкина-2 данный эффект от повышения 
ионной силы более явно выражен. По литера-
турным данным, действие яичного куриного ли-
зоцима на E. coli [15] и L. plantarum [12] также 
уменьшается с ростом ионной силы, но при кон-
центрации NaCl 0,03 М скорость лизиса еще не 
снижается и лишь при концентрациях NaCl 0,06 

Т а б л и ц а  1
Расчет истинных значений скорости лизиса клеток на основе наблюдаемой скорости падения 

величины поглощения

Показатель Интерлейкин-2 Лизоцим

E. coli L. plantarum E. coli L. plantarum

–dA/dt, 10–4 с–1 2,1 1,7 2,0 1,95

[E], г/л 0,015 0,03 0,0001 0,0025

1/[E]∙(–dA/dt), 10–3 л∙г–1∙с–1 14 5,7 2000 78

СЛ = (1/[E])∙(dΘ/dt)
=(–dA/dt) α/[E], 10–2л∙г–1∙с–1

или 100%∙СЛ, л∙г–1∙с–1

4,62 5,07 660 69,42

СЛ(E. coli)/СЛ(L. plantarum) 0,9 9,5

Т а б л и ц а  2
Влияние концентрации соли на бактериолитическую активность интерлейкина-2 (pH 7,6)

[NaCl], M 0 0,03

–dA/dt, 10–4 с–1

15 мкг/мл интерлейкина-2               
на E. coli 

1,2±0,2 0,5±0,1

30 мкг/мл интерлейкина-2            
на L. plantarum

1,4±0,2 0,4±0,1
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М и выше она начинает заметно снижаться. В 
отличие от лизоцима интерлейкин-2 из плазмы 
крови барана [2] при действии на E. coli также 
демонстрировал резкое уменьшение скорости 
лизиса клеток при концентрации NaCl 0,03 М.

В табл. 3 представлены данные по влиянию на 
скорость лизиса поверхностно-активного веще-
ства додецилсульфата натрия (ДСН), который мо-
жет входить в состав медицинских препаратов, в 
том числе на основе интерлейкина-2. Как видим, 
на действие интерлейкина-2 и на фоновый лизис 
клеток данный ПАВ практически не влияет до кон-
центраций как минимум 0,5 мг/мл. Согласно лите-
ратурным данным, ДСН оказывает действие на ак-
тивность яичного куриного лизоцима [20]. Можно 
предположить, что данный ПАВ может связывать-
ся в активном центре яичного куриного лизоцима, 
изменяя его свойства, но не оказывает подобного 
действия на интерлейкин-2. В нашей работе мак-
симальная концентрация интерлейкина-2 в экспе-
риментах составляла 0,03 мг/мл, что соответствует 
внесению ПАВ до концентрации 0,3 мг/мл. Мож-
но утверждать, что данный ПАВ в условиях экс-
периментов данной работы не оказывает заметного 
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Т а б л и ц а  3
Влияние додецилсульфата натрия на фоновый лизис клеток и на активность интерлейкина-2
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COMPARISON OF BACTERIOLYTIC ACTIVITY OF HUMAN 
INTERLEUKIN-2 AND CHICKEN EGG LYSOZYME ON THE CELLS               
OF Lactobacillus plantarum AND Escherichia coli

P.A. Levashov, D.A. Matolygina, H.E. Osipova, S.S. Savin, G.S. Zaharova,                         
D.A. Gasanova, N.G. Belogurova, E.D. Ovchinnikova, S.A. Smirnov, V.I. Tishkov, 
A.V. Levashov

(Department of Chemical Enzymology, Faculty of Chemistry, М.V. Lomonosov Moscow 
State University) 

This paper continues the study of the recently discovered bacteriolytic activity of 
interleukin-2. It has earlier been revealed that interleukin-2 (IL-2) has a narrower substrate 
specifi city in comparison with chicken egg lysozyme. IL-2 destroys Escherichia coli, but 
can not destroy Micrococcus luteus and Bacillus subtilis. For the fi rst time in the present 
study it is demonstrated that IL-2 is capable to destroy Lactobacillus plantarum. The action 
of IL-2 and that of chicken egg lysozyme are compared in their effect on Lactobacillus 
plantarum and Escherichia coli. There have been investigated the dependences of the rate 
of lysis on the concentration of bacteriolytic factors, pH and ionic strength. 

Key words: interleukin-2, chicken egg lysozyme, Lactobacillus plantarum, Escherichia coli, 
bacteriolytic activity.
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