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Гидролитические ферменты играют ключевую 
роль во взаимодействии насекомых-вредителей и 
растений. Для выделения протеаз колорадского 
жука нами был синтезирован аффинный сорбент на 
основе полиакриламида с иммобилизованным 
специфическим субстратом. Была показана 
возможность выделения ферментов с помощью 
аффинной хроматографии с высокой степенью 
очистки. Были определены оптимальные значения 
рН и температуры для данных ферментов, так, 
наибольшая активность исследованных ферментов 
проявляется при рН 8-9 и температуре около 40°С. 
С помощью SDS-электрофореза был исследован 
состав и молекулярные массы полученных 
ферментов, в частности, показано, что их 
преобладающим компонентом является белок с 
молекулярной массой 20-30 кДа. 

Колорадский жук является одним из опасных 
вредителей картофеля. Гидролитические ферменты 
пищеварительного тракта насекомых играют 
ключевую роль во взаимодействии насекомых с 
растениями, позволяя насекомому эффективно 
перерабатывать растительную пищу. В 
соответствии с составом пищевых субстратов 
колорадского жука, в тканях насекомых 
присутствуют ферменты для расщепления белков, 
жиров и углеводов пищи: протеазы, 
преимущественно цистеиновые [1], целлюлазы и α-
амилазы [2], эстеразы [3], представленные множест
венными формами [4]. Экспериментальные 
сведения о гидролитических ферментах 
малочисленны. В настоящее время наиболее 
изученными ферментами колорадского жука 
являются протеазы; так, известно, что основная 
часть их является низкомолекулярными белками, 
близкими по свойствам к катепсинам 
млекопитающих [1, 5], также выявлены протеазы 
других типов – аспартильная, сериновая и др. [6]. 
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В связи с этим актуальным представляется 
изучение состава и свойств гидролитических (и в 
частности протеолитических) ферментов 
колорадского жука. В данной работе были 
выделены протеолитические ферменты из 
экстракта гомогената личинок колорадского жука, 
а также исследованы их температурный оптимум, 
оптимум рН, молекулярная масса и 
изоэлектрическая точка. 
 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 

Для выделения ферментов использовали 
личинок колорадского жука III стадии развития, 
собранных в Балтачевском районе РБ. Навеску 
замороженных личинок гомогенизировали в ступке 
(5 г) и экстрагировали в трехкратном объеме 
рабочего буфера (0.05М Трис-HCl, pH 8.0) при 4°С 
в течение 10 мин. Экстракт дважды 
центрифугировали на центрифуге Eppendorf 5417R 
при ускорении 8000g  в течение 10 мин при 4°С. 

Для получения аффинного сорбента 
использовали полиакриламидный гель с высокой 
степенью сшивки. Навеску акриламида 
(Biochemica, Германия) с метиленбисакриламидом 
(Fluka, США) доводили рабочим буфером до 20 мл 
и растворяли при нагревании (16%-ный ПААГ, 
Т=16, С=40). Навеску желатина растворяли в том 
же буфере и добавляли к ПААГ до конечной 
концентрации 0.1%. К раствору ПААГ при 
интенсивном перемешивании добавляли ТЕМЕД и 
ПСА (0.1%), затем раствор желатина и 
выдерживали в течение получаса для 
полимеризации. Полученный гель 
гомогенизировали на ножевом гомогенизаторе 
(MPW-302, Польша), выдерживали в карбонатном 
буфере (рН 9) с 0.5%-ным глутаровым альдегидом 
при 37 °С в течение 10 ч для образования 
ковалентных сшивок между ПААГ и желатином. 
Затем сорбент переводили в рабочий буфер, 
вносили в колонку и уравновешивали. 

Протеолитическую активность белков 
определяли по скорости гидролиза  Nα-бензоил-
DL-аргинин-4-нитроанилида, БАПНА (Sigma, 
США)  [7].  К 70  мкл раствора БАПНА (1  мг/мл)  в 
лунке иммунологического планшета (Helicon, 
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Германия) добавляли равный объем исследуемого 
раствора и инкубировали при 37°С в течение 30 
мин. Реакцию останавливали добавлением в 
реакционную смесь 35 мкл 30%-ной уксусной 
кислоты. Оптическое поглощение полученного 
раствора измеряли на фотоколориметре Labsystems 
Uniskan (Финляндия) при длине волны 405 нм. За 
единицу активности фермента (Е) принимали такое 
количество фермента, которое катализировало 
расщепление 1 мкмоля субстрата в мин. 

Концентрацию белка определяли по Бредфорд 
[8]. 

Для определения молекулярного состава 
полученных ферментов проводили SDS-
электрофорез в 12%-ном ПААГ (0.75 мм) по 
Лэммли [9] в камере для вертикального 
электрофореза (Biorad, США). Электрофорез вели 
при постоянном напряжении 90 В и силе тока 70 
мА. 

Для определения изоэлектрической точки 
полученных ферментов проводили 
изоэлектрическое фокусирование в 12%-ном ПААГ 
(1 мм). Изоэлектрическое фокусирование вели при 
напряжении 1000 В и силе тока 2 мА. 

После электрофореза гели фиксировали в 15%-
ной ТХУ в течение 10 ч, затем окрашивали 
раствором Кумасси R-250 в 8%-ной уксусной 
кислоте и 25%-ном этаноле в течение 20 мин. 
Окрашивание проводили при комнатной 
температуре. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Аффинное выделение протеолитических 
ферментов осуществляли с использованием 
сорбента на основе полиакриламидного геля с 
высокой степенью сшивки. 

В качестве лиганда нами был предложен 
желатин, представляющий собой субстрат 
протеолитических ферментов. Желатин 
иммобилизовали в ПААГ, а после гомогенизации 
ковалентно пришивали к нему с помощью 
глутарового альдегида. Преимуществами такого 

сорбента являются широкая доступность исходных 
компонентов (по сравнению с 
высококачественными носителями, такими как 
бромциан-активированная сефароза) и простота 
приготовления, при этом полученный сорбент 
обладает достаточной емкостью и стойкостью. 
Вместе с тем, недостатками данного сорбента 
являются необходимость тщательной 
гомогенизации и при этом заметно сниженная по 
сравнению с фабричными носителями емкость [10]. 

На рис. 1 представлена хроматограмма 
выделения протеаз на аффинном сорбенте. Как 
видно из рисунка, основная масса белка гомогената 
личинок выходит во время промывки, тогда как во 
фракциях, соответствующих этапу элюции, 
содержится незначительное количество белка. 

 
Рис. 1. Аффинная очистка протеаз личинок 
колорадского жука. Оптическую плотность 
определяли при длине волны 280 нм. Большому пику 
соответствуют не связавшиеся с сорбентом 
компоненты экстракта (стадия промывки);  малому –  
белки, специфически связывающиеся с сорбентом. 
Прим. Скобкой отмечена стадия элюции 
 

В таблице представлены результаты 
определения протеолитической активности и 
концентрации белка в исходном гомогенате и 
фракциях хроматографического выделения. 

 

Таблица. Протеолитическая активность фракций аффинной хроматографии 
 

 Объем, 
мл 

Ферментативная 
активность, Е/мл 

Концентрация белка, 
мкг/мл 

Удельная ферментативная 
активность, Е/мкг 

Исходный экстракт 8 7 600 0,012 
Очищенный препарат 10 30 56 0,536 

 

Из таблицы видно, что было достигнуто 
повышение удельной активности ферментов более 
чем в 30 раз, что соответствует показателям 
эффективности аффинной хроматографии. Так, при 
использовании в качестве сорбента для выделения 
протеаз бромциан-активированной сефарозы было 
достигнуто повышение удельной ферментативной 
активности в 18 раз [11], очистка минорной 
бактериальной металлопротеазы на силохроме 
повышает удельную активность в 50 раз [12], 
отдельными авторами предложен способ 

использования сорбента на основе хитозана со 
степенью очистки фермента в 9 раз [13]. 

Таким образом, нами была показана 
возможность использования аффинного сорбента 
на основе полиакриламида для эффективного 
выделения ферментов из гомогената насекомых. 

Важными свойствами ферментов насекомых, 
обеспечивающими их устойчивость к 
неблагоприятным условиям среды и к защитным 
реакциям растения, являются термостабильность и 
способность функционировать при различных 
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уровнях кислотности среды. Для определения 
оптимума рН к аликвотам препарата в 
четырехкратной повторности добавляли 
соответствующее количество соляной кислоты или 
гидроксида натрия до достижения требуемого 
значения рН и выдерживали в течение 10 мин при 
4°С. Для определения температурного оптимума 
раствор выдерживали в течение 10 мин при нужной 
температуре. Затем определяли ферментативную 
активность по БАПНА. 

На рис. 2 показаны результаты определения 
ферментативной активности полученных 
препаратов при различных значениях рН. 
Максимальная активность отмечена при рН 8-9, 
что отличается от оптимумов аналогичных по 
функциональности протеаз млекопитающих – как 
катепсиноподобных (7.4-7.5), так и 
трипсиноподобных (7.8) цистеиновых протеаз [14, 
15]. 

 

Рис. 2. Ферментативная активность протеаз личинок 
колорадского жука при различных значениях рН. 
Величину активности определяли при 
четырехкратной повторности опытной и контрольной 
проб методом гидролиза БАПНА. В качестве 
величины погрешности показан доверительный 
интервал выборочного среднего 
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Рис. 3. Ферментативная активность протеаз личинок 
колорадского жука, выдержанных при различной 
температуре. Величину активности определяли при 
четырехкратной повторности опытной и контрольной 
проб методом гидролиза БАПНА. В качестве 
величины погрешности показан доверительный 
интервал выборочного среднего. 
 

Температурный оптимум протеолитической 
активности полученных ферментов составляет 

около 40°С (рис. 3), что примерно соответствует 
оптимуму трипсина (37°С), химотрипсина (45-
55°С) [16] и различных форм катепсиноподобных 
ферментов (45°С) [17] млекопитающих. 

Для выяснения молекулярного состава 
полученных ферментов проводили SDS-
электрофорез по Лэммли. Препараты ферментов 
осаждали 2-кратным объемом ацетона при 
температуре -20  °С в течение 10  ч,  
ресуспендировали в буферном растворе с 5% 
меркаптоэтанола и 0.1% SDS и наносили на 12%-
ный ПААГ (0.75 мм). Было показано (рис. 4), что 
выделенные образцы представлены белками с 
молекулярными массами около 70 кДа, а также 
(большая часть)  около 20-30  кДа и,  по всей 
вероятности, представляют собой различные 
формы катепсин-подобных цистеиновых протеаз 
[1, 6, 18, 19], в том числе высокомолекулярный 
катепсин-L-подобный термостабильный белок [20], 
и химотрипсин-подобную цистеиновую протеазу 
[21, 22]. Изоэлектрические точки исследуемых 
белков (рис. 5) лежат около рН 4.5, что отличается 
от изоэлектрической точки протеаз подобного типа 
у млекопитающих – катепсинов (рН 6-7) и 
химотрипсина (8.7) [23, 24]. 

 

 
Рис. 4. SDS-электрофорез протеаз личинок 
колорадского жука. Обозначения: «М» — белки-
маркеры, «П» - протеазы. Слева указаны 
молекулярные массы маркерных белков, кДа. 

 
Рис. 5. Изоэлектрофокусирование протеаз личинок 
колорадского жука. Обозначения: «М» — белки-
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маркеры, «П» — препараты протеаз. Слева указаны 
изоэлектрические точки маркерных белков. 

 

Сходные результаты дает двумерный 
электрофорез полученных белков (рис. 6). 

 

Рис. 6. Двумерный электрофорез протеаз личинок 
колорадского жука. Стрелками показано направление 
изменения изоэлектрической точки (pI) и 
молекулярной массы (MW) белков. Как видно из 
рисунка, основная часть белков располагается в 
слабокислой области pI и в области низких 
молекулярных масс,  что согласуется с данными SDS-
электрофореза и изоэлектрического фокусирования. 

 

Таким образом, в данных исследованиях нами 
были выделены и очищены протеолитические 
ферменты личинок колорадского жука с 
использованием аффинного сорбента на основе 
полиакриламида, показана эффективность данного 
подхода. Получены новые данные о составе и 
физико-химических свойствах протеаз личинок 
колорадского жука, проведено их сравнение с 
родственными белками других видов животных. 
Полученные данные подтверждают имеющиеся 
литературные данные о некоторых протеазах 
насекомых. 

Работа выполнена при поддержке ФЦП 
“Научные и научно-педагогические кадры 
инновационной России” на 2009–2013 годы (ГК № 
16.740.110061); ФЦП «Исследования и разработки 
по приоритетным направлениям развития научно-
технологического комплекса России на 2007-2012 
годы» (ГК № 16.512.11.2014). 
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