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О СПОСОБНОСТИ СИНЕ-ЗЕЛЕНЫХ ПИГМЕНТОВ  
PSEUDOMONAS AERUGINOSA РАСЩЕПЛЯТЬ БЕЛКИ 
 
Впервые продемонстрировано ранее неизвестнoе свойство пиовердина и пиоцианина – способ-
ность расщеплять белки. Судя по результатам ингибиторного анализа с пиовердином и данным 
литературы о пиоцианине, это свойство реализуется через активные формы кислорода, прежде 
всего, супероксидный радикал. В отношение пиоцианина остается требующей выяснения воз-
можность связывания его молекулой катионов металлов с переменной валентностью. Обнару-
женное действие молекулярного йода и местного анестетика прокаина полностью подавлять 
желатин-расщепляющую способность пиоцианина (в меньшей мере бензокаина – на 36%) дает 
определенные основания для изыскания средств, подавляющих подобную способность пигмента, 
учитывая его патогенное действие. Полученные результаты о новом свойстве пиовердина и пио-
цианина дополняют арсенал «инструментов» патогенности этих пигментов. 
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ON THE ABILITY OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA BLUE-GREEN PIGMENTS 
TO CLEAVAGE PROTEINS 
 
For the first time, a previously unknown property of pyoverdin and pyocyanin – the ability to cleavage 
proteins, has been demonstrated. Judging by the results of inhibitory analysis with pyoverdin and litera-
ture data on pyocyanin, this property is realized through reactive oxygen species, primarily the superox-
ide radical. In relation to pyocyanin, the possibility of binding of metal cations with variable valence by 
pyocyanin molecule remains to be clarified. The discovered effect of molecular iodine and the local anes-
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thetic procaine to completely suppress the gelatin-cleavaging ability of pyocyanin (to a lesser extent ben-
zocaine – by 36%) gives certain grounds for finding means to suppress this ability of the pigment, given 
its pathogenic effect. The obtained results on the new property of pyoverdin and pyocyanin complement 
the arsenal of "tools" for the pathogenicity of these pigments. 
 
Keywords: pyoverdin, pyocyanin, protein cleavage, inhibitory assay, reactive oxygen species, phosphates, 
pyridine nucleotides. 

 
 

Введение. На протяжении пяти десятиле-
тий условно-патогенный микроорганизм 
Pseudomonas aeruginosa составляет одну из 
проблем клинической медицины. Микроор-
ганизм вызывает тяжелые внутрибольничные 
инфекции – от интоксикаций до обширных 
гнойно-воспалительных процессов и септи-
ческого шока, инфекции опасные для жизни 
у лиц с ослабленным иммунитетом, хрониче-
ские инфекции у больных муковисцидозом 
[1–3]. 

В 2017 г. ВОЗ классифицировала Ps. 
aeruginosa как критический агент, угрожаю-
щий здоровью человека и обусловливающий 
необходимость срочной разработки новых 
методов лечения [4]. Между тем, характер-
ной особенностью Ps. aeruginosa является ее 
нечувствительность ко многим антибактери-
альным препаратам. Так, клинические штам-
мы Ps. aeruginosa часто обладают значитель-
ной резистентностью к беталактамам, ами-
ногликозидам, цефалоспоринам и фторхино-
лонам, что делает ее эрадикацию чрезвычай-
но трудной [5]. В силу этого, при хрониче-
ском инфекционном бронхолегочном про-
цессе, вызванном Ps. аeruginosa, практически 
невозможно полностью удалить ее из дыха-
тельных путей [6]. 

Патогенные свойства Ps. aeruginosa обу-
словлены богатым арсеналом факторов пато-
генности, включающем протеиназы, гидро-
цианид, гемолитические фосфолипазу С и 
рамнолипид, а также энтеротоксин, экзоток-
син А (по механизму действия близкий диф-
терийному токсину), летальный токсин, пиг-
менты (прежде всего, пиоцианин и пиовер-
дин), контактные токсины: ExoS, ExoT, 
ExoU, ExoY и другие [2, 4, 7–9].  

Было установлено повреждающее дей-
ствие сине-зеленых пигментов – пиовердина 
и пиоцианина на клетки эпителия, эндотелия, 
лейкоцитов, снижение уровня глутатиона в 
эритроцитах [цит. по 10]. Нашими исследо-
ваниями было показано, что эти пигменты 

вызывают терморезистентный гемолиз эрит-
роцитов (в отличие от термоинактивируемой 
фосфолипазы), а также расщепление лецити-
на яйца в тонком слое агарового геля [11, 12]. 

Эти пигменты – низкомолекулярные со-
единения. В состав зелено-желтого пиовер-
дина входят олигопептидная цепь, содержа-
щая β-гидроксиаспартат, серин, треонин и 
лизин в молярном отношении 2:2:2:1, 2,3-
диамино-6,7-дигидроксихинолиновый хро-
мофор (рис. 1). Молекулярная масса пиовер-
дина соответствует 1,2 кДа [13]. 

Ярко-синий пиоцианин же представляет 
собой цвиттер-ион феназинового типа (рис. 
2) молекулярной массы 0,21 кДа [15]. 

Как упомянуто выше по тексту, ранее 
нами было впервые продемонстрирована ге-
молитическая способность пиовердина-
пиоцианина. Более того, оказалось, что эти 
пигменты, по-видимому, разрушают фосфо-
липидный компонент мембран эритроцитов 
[12]. 

В этой связи логически стал вопрос о воз-
можности такового разрушения данными 
пигментами и белков. 

Цель настоящей работы – выявить воз-
можность разрушения белков пиовердином и 
пиоцианином. 

Материалы и методы. В работе исполь-
зовали сефадексы G-25 fine и G-15 
(Pharmacia, Швеция), диизопропилфторфос-
фат (DFP), бактоагар типа «Difco» (Ferak, 
Германия), азид натрия, желатин (Serva, Гер-
мания), нитротетразолиевый синий (NBT), D-
маннит, р-хлормеркурибензоат (PCMB) 
(Chemapol, Чехия), EDТА, DL-гистидин, DL-
триптофан (Reanal, Венгрия).  

Фибриноген и тромбин человека были из-
готовлены производством РНПЦ гематоло-
гии и трансфузиологии Минздрава Респуб-
лики Беларусь, казеин по Гаммерстену, а 
также другие реактивы квалификации «хч» 
или «чда» были производства стран СНГ, 
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Рисунок 1. – Три вида пиовердина Pseudomonas aeruginosa:  пиовердин группы I (a), пиовердин  
группы II (b), пиовердин группы III (c).  

Обозначения: aThr – алло-треонин; cDab – тетрагидропиримидиновое кольцо, образованное конденсацией 
Dab с предшествующей аминокислотой; Chr – хромофор, L-cOHOrn – циклический N5-гидроксиорнитин; 

Dab – 2,4-диаминобутират; L-fOHOrn –N5-формил-N5-гидроксиорнитин [14] 
 

 
 

Рисунок 2. – Структура пиоцианина [16] 
 

их использовали после соответствующей 
дополнительной очистки. 

Штаммы, выделенные из клинического 
материала, любезно предоставлены сотруд-
никами лаборатории внутрибольничных ин-
фекций ЦНИЛ Белгосмедуниверситета.  

Образцы культуральной жидкости 
Ps.aeruginosa получены и предоставлены для 
исследований А.Э. Пыж. Микроорганизм 
культивировали в колбах с мясо-пептонным 
бульоном при 37ºC на термостатируемой ка-
чалке в течение 48 ч при скорости перемеши-
вания 180 об/мин. Биомассу отделяли цен-
трифугированием. 

Протеолитическую активность определя-
ли по лизису фибриногена, казеина, тромби-
на, сывороточного альбумина, гемоглобина 

или желатина в тонком слое агарового геля 
как подробно описано нами ранее [17]. Кон-
центрация белков составляла 10 г/л, агар-
агара – 10 г/л. В качестве растворителя для 
приготовления  пластин использовали 0,15 М 
NaCl, содержащий 0,01 М фосфатный буфер 
рН 7,4, или 0,05 М трис-HCl буфер. Пласти-
ны с нанесенными пробами инкубировали 
при 37оС в течение 18 ч. Зоны лизиса визуа-
лизировали обработкой белок-агаровых пла-
стин 2 н. трихлоруксусной кислотой. 

Все исследования выполнены не менее 
чем 3-кратно. Результаты обработаны стати-
стически с вычислением t-критерия Стью-
дента. 

Результаты и обсуждение. Учитывая, что 
синтезируемые штаммами Ps.aeruginosa че-
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тыре протеиназы характеризуются молеку-
лярными массами в диапазоне 17–56 кДа и, в 
ряде случаев, способны образовывать агрега-
ты значительно большей массы [18–21], для 
хроматографического выделения пигментов 
был использованы сефадексы G-25 и G-15, 
позволяющие разделять пептиды и белки 
мол. массой от 1 до 5 и до 1,5 кДа соответ-
ственно [22]. 

Хроматография компонентов супернатан-
тов культуральной жидкости двух штаммов 
микроорганизма на колонках с сефадексом 
G-25 (fine), уравновешенной 0,15 М раство-

ром NaCl рН 7,5, при элюции этим же рас-
твором позволила отделить во фракции с мо-
лекулярной массой выше 5 кДа основную 
протеолитическую активность, соответству-
ющую протеиназам (рис. 3б). 

Исходная культуральная жидкость штам-
ма Ps.aeruginosa 23/2 гоб1 расщепляла жела-
тин, фибриноген, сывороточный альбумин, 
казеин и гемоглобин: размер зон лизиса в 
убывающем порядке составлял (n=3) 710,2 ± 
10,3, 376,4 ± 18,7, 364,6 ± 22,0, 170,0 ± 12,2, и 
110,3 ± 8,6 см2 соответственно. 
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Рисунок 3. – Фракционирование культуральной жидкости штамма 23/2гоб1 Pseudomonas aeruginosa на 

колонке с сефадексом G-25  
(а – профиль элюции по абсорбции при 400, 320, 282 нм; б – профиль элюции по желатинолитической ак-
тивности фракций; проба предварительно разведена дистиллированной водой в 13,5 раз, колонка размером 

25×0,9 см, элюция 0,15 М раствором NaCl; объем образца – 1 мл, объем фракций – 3 мл) 
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После выхода протеиназ практически в 

свободном объеме бесцветной жидкости в 
«шлейфе» элюата достаточно демонстратив-
но определялась некая протеолитическая ак-
тивность (рис. 3б). В частности, величина 
желатинолитической активности этих фрак-
ций не превышала 105–150 мм2. 

Судя по особенностям абсорбции пиовер-
дина (экстремумы при 320 и 400 нм) и пио-
цианина (экстремум при 282 нм) [12,15,16], 
при хроматографии не получено четкого раз-
деления этих двух пигментов, несмотря на 
значительную разницу молекулярных масс 
(рис. 3а). Характер хроматографической кри-
вой свидетельствует о гетерогенности 

пиовердина, что соответствует данным лите-
ратуры [23]. 

Не удалось достичь разделения двух пиг-
ментов и при хроматографии на сефадексе G-
15 (рис. 4). 

В дальнейшем пиоцианин удалось выде-
лить иным способом (см. ниже по тексту).  

В низкомолекулярных фракциях, исполь-
зуемых для исследований, несмотря на вы-
раженный зелено-желтый цвет, нельзя ис-
ключить присутствие примеси пиоцианина. 
Поэтому только условно их мы называем 
«пиовердин». 
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Рисунок 4. – Фракционирование культуральной жидкости штамма 23/2гоб1 Pseudomonas aeruginosa  

на колонке с сефадексом G-15  
(условия и обозначения те же, что в рис. 3) 
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Поскольку фракции, например №№ 16 и 

17 рис. 3, содержат лишь низкомолекулярные 
компоненты, логически стал вопрос о приро-
де способности «пиовердина» расщеплять 
белок. 

Между тем, полученные образцы 
«пиовердина» расщепляли сывороточный 
альбумин, желатин, фибриноген и тромбин 
человека, казеин и гемоглобин (n=3): 150,2 ± 
16,7, 116,4 ± 15,0, 124,8 ± 10,8, 117,0 ± 9,2 и 
170,1 ± 12,6 мм2 зон лизиса соответственно. 
При этом различия в величине расщепления 
составляют 31,6%, что существенно отлича-
ется от такового культуральной жидкости 
(см. выше по тексту): 6,44 раза. Это позволя-
ет считать, что для расщепления пигментами 
структурные особенности белков имеют го-
раздо меньшее значение, чем для расщепле-
ния протеиназами. 

Ранее нами было показано, что расщепле-
ние пептидных связей в белках при отсут-
ствии протеиназ (да и при их действии) осу-
ществляется с участием активных форм кис-
лорода и, прежде всего, супероксидного ра-
дикала [24–27]. Роль супероксидного радика-
ла в расщеплении пептидных связей в белках 
была продемонстрирована и в модельных 
экспериментах [28]. 

Известно, что пиовердин в силу своих си-
дерофорных свойств связывает ионы железа 
со стехиометрией 1:1 [16], что принципиаль-
но создает условия для генерирования актив-
ных форм кислорода. В силу этого было изу-
чено действие ряда перехватчиков активных 

форм кислорода и группоспецифических ин-
гибиторов протеиназ на расщепление образ-
цами пиовердина желатина. 

В целом, перехватчики синглетного кис-
лорода и НО•-радикала существенного дей-
ствия на расщепление желатина пиовердином 
не оказали. Исключение составил лишь азид 
натрия, вызвавший угнетение процесса на 
23%, что может быть обусловлено не сколько 
перехватом синглетного кислорода, сколько 
взаимодействием с катионом железа в соста-
ве молекулы пигмента. Сильное подавление 
расщепления белка пиовердином – на 69% – 
наблюдали в присутствии перехватчика су-
пероксидного радикала – нитротетразолиево-
го синего. Комплексоны – ЭДТА и о-
фенантролин полностью блокировали рас-
щепление желатина вследствие взаимодей-
ствия с катионом железа в его молекуле. 
Представляется достаточно понятным полное 
угнетение расщепления желатина и диизо-
пропилфторфосфатом, учитывая наличие в 
структуре пиовердина остатков серина и 
треонина. Несколько неожиданным явилось 
подавление процесса р-
хлормеркурибензоатом на 48%, поскольку в 
его структуре SH-группы отсутствуют. 

В максимальных использованных концен-
трациях ортофосфат натрия вызвал угнетение 
расщепления желатина на 19,6 и 29,1%, а пи-
рофосфат натрия и аденозинтрифосфат в ис-
пользованных концентрациях существенного 
влияния не оказали (таблица 2).  

 
 

Таблица 1. – Влияние эффекторов (10–3 М) на расщепление желатина при рН 7,5 (мм2 зон лизиса) 
фракций «пиовердина» госпитального штамма Pseudomonas aeruginosa 23/2гоб1 (n = 4) 
 

Эффектор 
Размер зон  
расщепления 

Эффектор 
Размер зон  
расщепления 

Контроль, без добавок 
+ азид натрия 
+ гистидин 
+ триптофан 
+ этанол (50%) 
+ маннит 
+ формиат натрия 
+ тиомочевина 

131,7 ± 9,0 
100,8 ± 8,3* 
126,5 ± 8,6 
125,0 ± 7,3 
140,1 ± 14,4 
113,2 ±10,2* 
124,2 ± 11,4 
144,0 ± 13,1 

+ нитротетразоливый  
синий 
 
+ ЭДТА 
+ р-хлормеркурибен-зоат 
+ о-фенантролин 
+ диизопропилфтор-
фосфат 

 
40,3 ± 5,2* 

 
0* 

68,0 ± 4,1* 
0* 

 
0* 

Примечание – Здесь и далее: * – изменения статистически достоверные при    Р ≤ 0,05; эффекторы добав-
лены в желатин-гелевую платину, 0,05 М трис-HCl буфер 
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Таблица 2. – Расщепление желатина (мм2 зон лизиса) в тонком слое агарового геля образцами  
пиовердина в присутствии биогенных фосфатов и пиридиновых нуклеотидов (n=3) 
 

Эффектор, 
концентрация 

Размер зон  
расщепления 

Эффектор, 
концентрация 

Размер зон 
расщепления 

Контроль 
+ ортофосфат натрия: 
              0,03 М 
              0,015 М 
              0,0075 М 
              0,0038 М 
              0,0019 М 
+ пирофосфат натрия 
              0,001 М 

210,0 ± 18,0 
 

169,0 ± 14,3* 
148,8 ± 9,9* 
208,8 ± 17,5 
228,0 ± 16,5 
210,3 ± 12,4 

 
203,0 ± 16,7 

Контроль 
+ АТР: 
0,001 М 
0,0001 М 
 
Контроль 
+ NAD,     0,001М 
+ NADH,  0,001М 
 

121,2 ± 8,2 
 

110,8 ± 7,9 
141,0 ± 9,6 

 
191,3 ± 13,6 

105,9 ±  8,5 * 
162,8 ± 11,7 * 

 
 
 

Учитывая роль сине-зеленых пигментов 
как факторов патогенности псевдомонад, 
изучено действие отдельных фармацевтиче-
ских препаратов на расщепление белков 
пиовердином и пиоцианином. 

Добавление резорцина (10–3 М) или лизо-
цима (10–5 М) принципиального действия на 
расщепление желатина пиовердином не ока-
зало (не показано). 

Пиоцианин был выделен нами из культу-
ральной жидкости методом диализа ее (не 
более 30 мин) через целлофановую мембрану 
против двойного объема дистиллированной 
воды. При этом диализат окрашивался в яр-
ко-синий цвет. Абсорбция диализата при 320 
нм практически не определялась, что дает 
основания считать отсутствие в нем пиовер-
дина. 

Полученные таким образом образцы пио-
цианина из пула культуральной жидкости 
штаммов псевдомонад 74/5гоб3, 74/5гоб4 и 

23/2гоб1 проявляли способность расщеплять 
желатин с образованием зон лизиса (n = 3) 
331,8 ± 12,6 мм2. Примечательно, что таковая 
активность полученных образцов не снижа-
лась после хранения при 8 ºС в течение 7 су-
ток и даже после замораживания/оттаивания. 

В отличие от пиовердина, добавление ор-
тофосфата (но не пирофосфата) натрия со-
провождалось нарастанием расщепления же-
латина на 64% (таблица 3).  

Молекулярный йод полностью подавлял 
расщепление белка. Таким же действием об-
ладал прокаин, а бензокаин уменьшал белок-
расшепляющую способность пиоцианина 
лишь на 36%. Возможно, введение в боковую 
цепь молекулы прокаина более сложных за-
местителей (диэтиламино-) существенно 
усиливает ингибиторное его действие в срав-
нении с бензокаином. Это сам по себе инте-
ресный факт, но здесь необходимы дальней-
шие обстоятельные исследования. 

 
Таблица 3. – Влияние эффекторов на расщепление желатина при рН 7,5 (мм2 зон лизиса) пиоциа-
нином госпитального штамма Pseudomonas aeruginosa 23/2гоб1 (n = 4) 
 

Эффектор, 
концентрация 

Размер зон  
расщепления 

Эффектор, 
концентрация 

Размер зон 
расщепления 

Контроль 
+ 0,006 М ортофосфат  
натрия 
+ 0,005 М пирофосфат 
натрия 
+ I2, 0,055 М (раствор  
в этаноле)а 
+ прокаин, 0021 М 
+ бензокаин, 0,0061 М 

309,5 ± 11,4 
 

504,5 ± 17,2* 
 

340,5 ± 15,0 
 

0* 
0* 

199,3 ± 12,1* 

+ NAD,     0,001М 
+ NADH,  0,001М 
+ NADP,   0,001М 
+ NADPH, 0,001М 
+ никотиновая кислота, 
0,01 М 
+ КMnO4, 0,01 М 
+ CuSO4, 0,002 Ма 
+ ZnSO4, 0,002 Ма 

204,3 ± 14,6* 
216,7 ± 12,5 * 
157,8 ± 11,7 * 
377,6 ±  18,8* 

 
0* 

250,7 ± 14,7 
0* 
0* 

Примечание – а – раствор эффектора добавляли к образцу пиоцианина 
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Хорошо известно, что пиоцианин прояв-

ляет редокс-свойства и вызывает накопление 
активных форм кислорода, особенно О2

• и 
Н2О2 [29,30]. Эта способность является, по-
жалуй, одним из основных механизмов пато-
генного действия пигмента и его антимик-
робной и фунгицидной активности. 

В концентрации 10–3 М пиридиновые нук-
леотиды (за исключением NADPH) снижали 
способность пиоцианина расщеплять жела-
тин на 30–49%, тогда как NADPH увеличил 
ее на 22%. Кстати, пиоцианин способен вос-
станавливаться этим нуклеотидом [29, 31]. 
Такое же восстановление может оказывать и 
NADH [29,31], однако этот нуклеотид подав-
лял расщепление желатина на 34%. 

Никотиновая кислота, а также сульфаты 
меди (II) и цинка полностью блокировали 
желатин-расщепляющую способность пиг-
мента. Однако достаточно сильный окисли-
тель – перманганат калия даже в концентра-
ции 10–2 М вызвал угнетение этой способно-
сти лишь на 19%. 

Здесь закономерно возникает вопрос: ка-
ким образом таковая способность пиоциани-
на реализуется. Если свойство пиовердина 
связывать ионы железа и некоторых других 
металлов известно хорошо [например, 23], то 
о пиоцианине таких сведений в литературе 
нет. Между тем, совершенно не исключено, 
что феназиновый цвиттер-ион пиоцианина 
также способен связывать катионы металлов 
переменной валентности, что и дает ему спо-
собность расщеплять белки аналогично 
пиовердину.  

Подтверждением этого предположения, в 
какой-то мере, является тот факт, что при 
добавлении к образцу пиоцианина ЭДТА в 
концентрации 10–3 М обнаружено снижение 
желатин-расщепляющей способности пиг-
мента на 50%: в контроле 289,2 ± 10,4, в опы-
те – 146,7 ± 9,8 мм2.  Однако детальное про-
яснение этого предположения требует прове-
дения дальнейших исследований.  

Заключение. Изложенные материалы 
впервые демонстрируют ранее неизвестнoе 
новoе свойство пиовердина и пиоцианина – 
способность расщеплять белки. Судя по ре-
зультатам ингибиторного анализа с пиовер-
дином и данными литературы о пиоцианине, 
это свойство реализуется через активные 
формы кислорода, прежде всего, суперок-

сидный радикал. Аналогичная картина про-
являлась и в гемолитической активности 
пигментов: она полностью подавлялась в 
присутствии перехватчика О2

•-радикала – 
нитротетразолиевого синего [12]. В отноше-
ние пиоцианина остается требующей выяс-
нения возможность связывания его молеку-
лой катионов металлов с переменной валент-
ностью.  

Ранее нами было также показано, что 
фракции сине-зеленых пигментов госпиталь-
ных штаммов Pseudomonas aeruginosa подав-
ляли плазминоген-активаторную способность 
урокиназы на 55–67%, стрептокиназы – на 
35–60% , а также каталитическую активность 
трипсина, α-химотрипсина, субтилизина, па-
паина и металлопротеиназы Вас. megaterium 
на 20–69% [11]. Является ли этот эффект 
следствием «структурного» ингибирования 
молекул энзимов или же опять-таки он опо-
средован активными формами кислорода – 
отдельная задача исследований в перспекти-
ве.  

Обнаруженное действие молекулярного 
йода и местного анестетика прокаина (в 
меньшей мере бензокаина) на расщепление 
желатина пиоцианином, по нашему мнению, 
дает основания для изыскания средств, по-
давляющих подобную способность пигмента, 
учитывая его патогенное действие. 

Тем не менее, полученные результаты о 
новом свойстве пиовердина и пиоцианина, на 
наш взгляд, дополняют арсенал «инструмен-
тов» патогенности этих пигментов. 
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