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В последние годы в мире возрос научный ин-
терес к лактобактериям как одному из важней-
ших компонентов микрофлоры человека [1–3]. 
Эти микроорганизмы играют важную роль в за-
щите человеческого организма от болезнетвор-
ных бактерий. Нестабильность симбиотических 
лактобактерий может приводить к различным 
заболеваниям [4, 5]. Кроме того, лактобактерии 
широко применяются в пищевой промышлен-
ности. Актуальным является вопрос об устой-
чивости лактобактерий в разных условиях [6–8]. 
Одним из факторов, влияющих на жизнеспособ-
ность клеток, является воздействие бактериоли-
тических ферментов, способных разрушать бак-
териальную клетку. Несмотря на то, что лакто-
бактерии изучают давно, до сих пор практически 
ничего не известно о процессе их ферментатив-
ного лизиса с физико-химической точки зрения. 
Каждый вид бактерий имеет свои особенности, 
поэтому не существует универсальных методик 
измерения их ферментативного лизиса. Данные 
по изучению активности бактериолитических 
ферментов, полученные на синтетических суб-
стратах, не дают полноценного представления о 
лизисе живых клеток. На сегодняшний день из-
учение воздействия лизоцима на лактобактерии 
проводят методом подсчета числа живых кле-
ток, который является неточным и трудоемким 
[9]. Кроме того, измерение активности на живых 
клетках сопряжено с рядом сложностей и в ме-
тодическом плане, и в плане интерпретации ре-
зультатов [10, 11]. Отдельной сложной методиче-

ской задачей при изучении бактериолитической 
активности на сложном полимерном субстрате 
(живой клетке) является определение характера и 
влияния на активность сорбции фермента на суб-
страте [12, 13]. В качестве субстрата мы выбрали 
клетки Lactobacillus plantarum, что обусловлено 
широким применением этого вида в медицине 
и отсутствием патогенных свойств. В качестве 
модельного бактериолитического фермента был 
взят яичный куриный лизоцим как наиболее 
изученный бактериолитический фермент. Цель 
данной работы – разработка простой и надеж-
ной методики измерения бактериолитической 
активности лизоцима в системе живых клеток L. 
plantarum, изучение влияния разных факторов на 
активность лизоцима и его адсорбцию на клетках 
L. plantarum.

Материалы и методы

В работе использованы следующие мате-
риалы: Tris, MES (ультра чистый, «Amresco», 
США); CH3COOH («ч.», «Реахим», Россия); HCl 
(«Germed», Германия); куриный яичный лизоцим 
(95% чистоты), препарат лиофилизированных бак-
терий Micrococcus luteus («Sigma Aldrich», США); 
Tween-85, NaCl, NaOH («ч.д.а.», «Merck», Гер-
мания); препарат лиофилизированных бактерий 
L. plantarum («Микроген», Россия). Из препара-
та лиофилизированных бактерий перед началом 
работы готовили суспензию (10 мл воды на одну 
ампулу). Свежевыращенные клетки L. plantarum 
получали пересевом из коммерческого препарата. 
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В качестве среды для культивирования использо-
вали среду MRS (de Man-Rogose-Sharpe) pH 6,3 
при 25°С [14] с модификацией состава (замена 
Tween-80 на Tween-85). Культуру клеток растили 
36 ч при 37°С. В экспериментах по изучению ак-
тивности лизоцима перед началом работы клет-
ки однократно промывали буферным раствором 
следующим образом: суспензию центрифугиро-
вали на скорости 3500 об/мин в течение 4 мин, 
затем осадок клеток ресуспендировали со све-
жей порцией буферного раствора. Бактериоли-
тическую активность и сорбцию фермента из-
учали при температуре 37°С. В качестве буфер-
ного раствора использовали 0,01 М Tris-MES-
CН3COOH с разными значениями pH и с разной 
концентрацией добавленного NaCl. Измерения 
проводили на двухлучевом спектрофотометре 
«UV-1601PC» («Shimadzu», Япония) в кювете с 
длиной оптического пути 1 см, объемом 0,5 мл. 
В работе использована центрифуга «Minispin» 
(«Eppendorf», Германия).
Определение бактериолитической активности 

лизоцима
Бактериолитическую активность лизоци-

ма определяли турбидиметрическим методом 
при длине волны 650 нм, взяв за основу подхо-
ды, применяемые для изучения лизиса клеток 
Escherichia coli под воздействием яичного ку-
риного лизоцима [10]. В кювету добавляли бу-
ферный раствор, суспензию клеток до конечной 
величины поглощения (А), равной 0,4–0,5, реги-
стрировали процессы фонового самопроизволь-
ного лизиса в течение 1 мин, затем добавляли 
фермент. Начальную скорость лизиса определя-
ли по уменьшению поглощения за время от 5 до 
25 с с момента добавления фермента. Фоновый 
лизис клеток в отсутствие фермента в работе не 
наблюдался.

Изучение сорбции лизоцима на клетках
Для изучения сорбции фермента на клетках 

использована методика, аналогичная описанной 
в литературе для E. coli [13]. В пробирку поме-
щали суспензию клеток в буферной смеси. Брали 
суспензию клеток, поглощение которой соответ-
ствует концентрации 2·108 КОЕ/мл. Добавляли 
к препарату лизоцим в разном количестве, пере-
мешивали. После инкубации в течение заданно-
го времени суспензию центрифугировали при 
скорости 3500 об/мин в течение 3 мин. Опреде-
ляли разницу между исходно добавленным коли-
чеством лизоцима и его количеством, оставшимся 
в надосадочной жидкости после оседания клеток. 
Концентрацию лизоцима определяли по его актив-

ности на стандартном препарате клеток M. luteus, 
используя калибровочную кривую зависимости 
активности от концентрации фермента [13].

Эксперимент по сопоставлению данных 
турбидиметрии и подсчету КОЕ

Для проведения эксперимента готовили 2 мл 
клеточной суспензии с поглощением А ≈ 0,46–0,47 
в буферном растворе, 0,05М NaCl (pH 6,7). До-
бавляли лизоцим до концентрации 5 мкг/мл. Реги-
стрировали изменение оптического поглощения во 
времени для образца. В определенные промежут-
ки времени отбирали пробы из реакционной смеси 
для посева на чашки Петри с твердой агаризован-
ной средой. Подсчет КОЕ проводили через 36 ч 
инкубации при 37°С.

Результаты и обсуждение

На рис. 1, а приведена зависимость оптическо-
го поглощения от объема добавленной суспензии 
клеток и соответственно КОЕ. Как видно, по-
глощение суспензии нелинейно зависит от числа 
клеток. На зависимости можно выделить линей-
ный начальный участок, на котором оптическое 
поглощение пропорционально числу клеток. Как 
видим, для L. plantarum 1,0·108 КОЕ/мл соответ-
ствует оптическому поглощению 0,55. В дальней-
ших экспериментах мы использовали суспензию 
с начальным поглощением 0,4, которое находится 
на линейном участке зависимости.

На рис. 1, б представлена кинетическая кривая 
лизиса клеток. На основании экспериментальных 
данных можно рассчитать степень лизиса ΘА [10] 
(долю разрушенных клеток), которая изменяется 
от 0 (все клетки целы) до 1 (все клетки разруше-
ны). Доля нелизированных клеток соответственно 
равна (1 – ΘА). Для расчета степени лизиса в экспе-
рименте по турбидиметрии использовали формулу 
[10]:

ΘА (t) = (A0 – А(t))/( A0 – А∞).

В данном эксперименте принимаем А0 = 0,46 
(значение до добавления фермента), когда все клет-
ки целы. Принимаем значение А∞ = 0,36 (среднее 
значение для интервала от 200 до 300 мин), ког-
да падение оптического поглощения практически 
прекратилось, предположительно все клетки раз-
рушены.

Степень лизиса также рассчитываем из незави-
симого эксперимента с подсчетом КОЕ [10]:

ΘKOE(t) = 1 – (KOE(t)/KOE0)

В табл. 1 приведено сопоставление величин 
Θ, полученных двумя независимыми методами. 
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Сравнение этих величин показывает, что расчет 
степени лизиса по КОЕ совпадает с данными, по-
лученными из кривой А(t), что доказывает пра-
вильность используемых формул. На врезке рис. 
1, б представлена зависимость изменения вели-
чины показателя А0 – А(t) от степени лизиса Θ, 
рассчитанной по КОЕ. Зависимость линейна, а 
отношение ΔΘ/ΔA в данных условиях равно 8,9. 
Полученное значение можно в будущем исполь-
зовать для пересчета скорости изменения оптиче-
ского поглощения в скорость изменения степени 
лизиса для клеток L. plantarum.

На рис. 2, а представлена зависимость скоро-
сти лизиса клеток от концентрации фермента. Как 
видим, скорость лизиса прямо пропорциональна 
концентрации фермента при малой концентрации 
последнего. При повышении концентрации фер-
мента зависимость стремится к горизонтальной 
асимптоте, когда скорость перестает зависеть от 
концентрации лизоцима. При такой концентра-
циии лизоцима предположительно происходит 
одновременное множественное повреждение кле-
точной стенки, ферментативная стадия перестает 
быть скорость-лимитирующей и медленной, лизис 

теперь определяется стадией осмотического раз-
рыва клетки. Для лизоцима на субстрате E. coli 
[15] зависимости скорости лизиса от концентра-
ции фермента имеют аналогичный вид, но боль-
шая скорость лизиса достигается при меньших 
концентрациях фермента. Можно сделать вывод, 
что лизоцим действует на L. plantarum менее эф-
фективно, чем на E. coli. На рис. 2, а приведены 
данные, полученные на препарате как лиофилизи-
рованных, так и свежевыращенных клеток. Срав-
нение данных показывает, что наблюдаемые ско-
рости лизиса совпадают, поэтому для измерений 
корректно использовать препарат лиофилизиро-
ванных клеток. В таком лиофилизированном пре-
парате не все клетки могут быть жизнеспособны 
(20–30% жизнеспособных, согласно нашим из-
мерениям КОЕ), однако это не является препят-
ствием для измерения ферментативной скорости 
вскрытия клеток турбидиметрическим методом. 
Далее работу проводили с препаратом, получен-
ным из лиофилизированных клеток.

На рис. 2, б представлен pH-профиль активно-
сти лизоцима на клетках L. plantarum. Как видим, 
оптимум активности находится в области ней-

Рис. 1. Зависимость: а – оптического поглощения раствора от объема добавленной клеточной суспен-
зии (50 мМ NaCl, pH 6,7); б – оптического поглощения суспензии клеток от времени после добавления 

фермента ([E] = 5 мкг/мл, pH 6,7)

Т а б л и ц а  1
Сопоставление данных, полученных методами турбидиметрии и подсчетом КОЕ                   

([E]= 5 мкг/мл)

t, мин А650 ΘA 107 КОЕ/мл ΘKOE

0 0,46 0 8,5±0,5 0

60 0,41 0,46 4,0±0,4 0,53

180 0,37 0,75 2,0±0,4 0,76
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тральных pH (6,7). Согласно литературным дан-
ным, для клеток M. luteus значение pH-оптимума 
лизоцима также лежит в нейтральной области pH 
(7,0–7,1) [16, 17], но для E. coli pH-оптимум лежит 
в слабощелочной области pH (8,7–8,9) [10, 15]. Та-
кое различие значений pH-оптимума может быть 
обусловлено различиями в сорбции фермента на 
субстрате при разных значениях pH в случае раз-
ных клеток. Явление изменения характера сорб-
ции фермента на субстрате в разных условиях из-
вестно для системы лизоцим – E. coli [13].

На графике рис. 2, в представлена зависимость 
скорости лизиса клеток от концентрации NaCl. 
Показан высокий уровень активности при кон-
центрациях NaCl 0–0,06 M и снижение уровня ак-
тивности при концентрации NaCl 0,1 M и выше. 
Схожий характер зависимости, согласно лите-
ратурным данным, наблюдался для лизоцима на 
субстрате E. coli с той разницей, что для субстрата 
E. coli высокий уровень активности наблюдался 
при концентрациях NaCl 0,03–0,04 M, а снижение 
наблюдалось уже при концентрации соли 0,06 М 
[10]. Снижение скорости лизиса при повышении 
концентрации соли может объясняться уменьше-
нием скорости осмотического разрыва клетки [10].

На рис. 3 приведены зависимости скорости 
лизиса от концентрации субстрата при разных 
значениях pH. Как видим, в координатах Лайну-
ивера–Берка зависимости можно считать практи-
чески линейными. Рассчитанные по уравнению 
Михаэлиса–Мэнтен значения Км и Vмакс приведены 
в табл. 2. Значение Км практически не зависит от 
pH. При разных pH изменяется только Vмакс.

На рис. 4, а приведены изотермы сорбции лизо-
цима на клетках, полученные при разном времени 
инкубации препарата. Все зависимости удовлет-

Рис. 2. Зависимость: а – скорости лизиса клеток от концентрации фермента при pH 6,7: 1 – лиофи-
лизированный препарат клеток, 2 – свежевыращенные клетки; б – скорости лизиса клеток от pH 

([E] = 2,5 мкг/мл); в – скорости лизиса от ионной силы (pH 6,7, [E] = 2,5 мкг/мл)

ворительно описываются уравнением Лэнгмюра. 
Данные для 3, 5 и 7 мин практически не разли-
чаются в пределах погрешности. Таким образом, 
можно утверждать, что 3 мин – достаточное время 
для установления адсорбционного равновесия. Во 
всех последующих экспериментах для определе-
ния параметров сорбции брали время 5 мин, что 
достаточно для установления равновесия и ме-
тодически удобно для проведения эксперимента. 
Для проверки обратимости сорбции был проведен 
дополнительный эксперимент: к осадку клеток из 
эксперимента по адсорбции (звезды-точки 1 и 2 на 
рис. 4, а) был добавлен буферный раствор, клет-
ки ресуспендировали и инкубировали в течение 
5 мин, затем их снова осаждали центрифугирова-
нием и измеряли концентрацию лизоцима. Затем 
проводили сравнение измеренной концентрации 
лизоцима в надосадочной жидкости с рассчитан-
ной теоретически из количества связанного с клет-
ками лизоцима в растворе в эксперименте по ад-
сорбции. Решаем систему уравнений

Г = (Гмакс∙[E])/(Кd + [E]),

Г0∙N = [E]∙Mr + Г∙N,
где Гмакс – максимальное количество связываемо-
го клеткой фермента (г/клетка) (сорбционная ем-
кость), [E] – концентрация свободного фермента 
(моль/л), Кd – константа десорбции (моль/л), Г0 – 
количество лизоцима в осадке после эксперимента 
по адсорбции (г/клетка), Г – количество связанно-
го лизоцима после инкубации с новой порцией бу-
фера (г/клетка), N – число клеток в 1 л, Мr – моляр-
ная масса лизоцима. Гмакс = (3,6±0,3)·10–9 г/клетка, 
Кd = (2,9 ± 0,4)·10–5 М. Значения [E] для точки 1, 
полученные экспериментально и расчетом, равны 
43±17 и 66±13 мкг/мл соответственно. Значения 
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[E] для точки 2, полученные экспериментально 
и расчетом, равны 150±60 и 122±24 мкг/мл соот-
ветственно. Таким образом, подтверждена обрати-
мость сорбции лизоцима на клетках.

На рис. 4, б приведены изотермы сорбции 
лизоцима на клетках при разных pH. Все зави-
симости удовлетворительно описываются урав-
нением Лэнгмюра. Рассчитанные параметры 
уравнения Лэнгмюра приведены в табл. 3. Как 
видим, Кd практически не зависит от pH. Ранее 
было выявлено, что от pH также практически 
не зависит наблюдаемое значение Км, которое, 
имея сложный физический смысл, тем не менее 
тоже характеризует эффективность связывания 
фермента с субстратом. Обнаружено, что от pH 
заметно зависит Гмакс. Этот параметр имеет фи-
зический смысл максимального количества ли-
зоцима, способного связаться с поверхностью 
клетки в данных условиях. Получается, что в 
pH-оптимуме активности фермента нет преиму-

Рис. 4. Изотермы адсорбции: а – при разном времени инкубации, мин (1 – 3, 2 – 5, 3 – 7), 0,01М Tris-
MES-CН3COOH, 0,05 NaCl, pH 6,7; б – при разных значениях pH (1 – 6,0; 2 – 6,7; 3 – 7,6), 0,05 М NaCl

Рис. 3. Зависимость начальной скорости лизиса от концентрации клеток в растворе при 0,05 М NaCl, 
[E] = 2 мкг/мл и при разных значениях pH (1 – 6,0; 2 – 6,7; 3 – 7,6)

щества по константам связывания, но увеличи-
вается количество центров связывания фермен-
та субстратом. При этом связывание фермента 
с клетками-субстратом носит продуктивный 
характер и повышает эффективность катализа. 
Причина подобного явления, детальное объяс-
нение физического смысла подобного соотно-
шения параметров требуют дополнительных ис-
следований, выходящих за рамки данной работы. 
Следует также отметить, что в ряде работ по изуче-
нию воздействия ферментов на полимерные суб-
страты [18, 19] отмечалось, что нелинейная за-
висимость скорости от концентрации фермента 
также может быть связана с явлением сорбции 
фермента на субстрате, когда субстрат «насыща-
ется» связанным ферментом, и скорость реакции 
перестает зависеть от общей концентрации фер-
мента в системе. В нашем случае такое объяс-
нение нелинейности зависимости скорости ли-
зиса от концентрации фермента маловероятно, 
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так как определенные нами величины констант 
десорбции фермента в сотни раз превышают 
концентрации фермента при «выходе на плато» 
кривой зависимости скорости лизиса.

Таким образом, в результате работы были раз-
работаны методики измерения активности ли-
зоцима и измерения его сорбции на клетках L. 
plantarum. Определены параметры пересчета для 

Т а б л и ц а  3
Характеристики сорбции лизоцима на клетках при разных значениях pH

pH Kd, 10–5 М Гмакс (cорбционная емкость), пг/клетка
6,0 3,2±0,5 2,6±0,3
6,7 2,9±0,4 3,6±0,3
7,6 2,8±0,4 1,7±0,2

Т а б л и ц а  2
Значения величин KМ и Vмакс

pH KМ, 107 КОЕ/мл Vмакс, 10–4 ед. опт. погл.∙с–1

6,0 5,7±0,6 3,3±0,6

6,7 4,6±0,4 4,4±0,4

7,6 4,7±0,7 2,7±0,5

изменения оптического поглощения в изменение 
степени лизиса клеток L. plantarum. Показано, 
что pH-оптимум на субстрате L. plantarum лежит 
в нейтральной области (6,7). Определены сорб-
ционные характеристики. Обнаружено, что при 
оптимальном значении pH наблюдается увеличе-
ние наблюдаемой сорбционной емкости клеток L. 
plantarum по связыванию лизоцима.

Работа выполнена при финансовой  поддержке РНФ (проект № 15-14-00012).
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DETERMINATION OF BACTERIOLYTIC ACTIVITY 
AND MEASUREMENT OF ENZYME SORPTION BY CELLS 
IN THE SYSTEM OF LIVING Lactobacillus plantarum

D.A. Matolygina, H.E. Osipova, S.A. Smirnov, N.G. Belogurova, N.L. Eremeev,                
V.I. Tishkov, A.V. Levashov, P.A. Levashov

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

It has been developed turbidimetric method for determining the activity of bacteriolytic 
enzymes with live cells Lactobacillus plantarum as substrate. Measuring method for enzyme 
sorption on cells under same conditions is described. Chicken egg lysozyme was used as 
the standard model enzyme. The correctness of the calculations of kinetic parameters is 
proved by counting of colony forming units (CFU). The physicochemical parameters of 
enzyme adsorption on cells are calculated and the correctness of the obtained equilibrium 
constants of desorption is verifi ed.

Key words: chicken egg lysozyme, Lactobacillus plantarum, bacteriolytic activity.
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