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Аннотация
Антибиотикоустойчивость болезнетворных бактерий счи-
тается одной из наиболее актуальных проблем современ-
ной инфектологии; тем не менее, до настоящего времени
данное явление рассматривалось лишь как свойство мик-
роорганизмов.
В процессе изучения каталитических антител (абзимов),
обладающих бета- лактамазной активностью, мы случай-
но обнаружили необычно высокий уровень пеницилли-
назной активности плазмы человеческой крови, значи-
тельно превышающий таковой у ранее описанных нами
абзимов (И.В. Жильцов, 2001). Настоящее исследование
было предпринято с целью установить истинную приро-
ду факторов, опосредующих высокую бета-лактамазную
активность человеческой крови. Мы разделили белки кро-
ви на фракции с различным молекулярным весом путем
осаждения сульфатом аммония в концентрациях 33%,
40% и 50%; производился анализ как осадка, так и надо-
садка. Кроме того, в исследование были включены пробы
нативной сыворотки крови. Все пробы диализовались
трехкратно против 0,85% раствора NaCl. Бета-лактамазная
активность проб определялась при помощи модифициро-
ванного неокупроинового метода (A. Menashi, 1988), кон-
центрация белка в пробе - по методу Лоури (O.H. Lowry,
1951). Диализ производился с использованием диализ-
ных мешков Sigma D6191-25ЕА с порами, пропускающи-
ми белки с молекулярной массой менее 12 кДа. Оказалось,
что в сыворотке человеческой крови содержатся минимум
две фракции, обладающие пенициллиназной активнос-
тью: «легкая», опосредующая около 90% всей бета-лакта-
мазной активности крови, с молекулярной массой частиц
менее 12 кДа, и «тяжелая», обусловливающая около 10%
всей бета-лактамазной активности крови. Данная фрак-
ция, вероятно, почти исключительно представлена гамма-
глобулинами.

Summary
Bacterial antibiotic resistance is known as one of the most
challenging problems of up-to-date infectology, but this
phenomenon is still analyzed from the side of bacteria only.
Examining human blood serum for presence of catalytic
antibodies (abzymes) we accidentally found high level of
penicillinase-like activity, significantly higher than those
expressed by polyclonal IgG studied before (I. Zhyltsou,
2001). Our present study was undertaken in order to find out
the true nature of factors determining high beta-lactamase
activity of human blood. We divided blood proteins in fractions
with sedimentation by ammonium sulfate in concentrations
of 33%, 40% and 50%; both sediment and supernatant samples
were examined. Besides, intact blood serum samples were
included in investigation. All samples were dialyzed three-fold
against 0,85% solution of NaCl. Beta-lactamase activity of
samples was determined via modified neocuproine technique
(A. Menashi, 1988), protein concentration was measured
using Lowry technique (O.H. Lowry, 1951). Dialysis was
performed with the application of Sigma dialysis sacks D6191-
25ЕА with pores what let through the proteins with molecular
weight below 12 kDa. It turned out that human blood serum
contains at least 2 fractions possessing beta-lactamase activity:
“light” one, determining about 90% of total beta-lactamase
activity of blood, with molecular weight below 12 kDa, and
“heavy” one what explains about 10% of total beta-lactamase
activity of blood. Perhaps, the last fraction is predominantly
composed by gamma-globulins.
The data revealed give us valuable key to understanding of
mechanism of beta-lactamase activity of human blood, as well
as enable us to plan further experiments on exact
identification of factors possessing this activity.
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Полученные нами сведения дают ценный ключ к пони-
манию механизма бета- лактамазной активности крови, а
также позволяют планировать дальнейший ход исследо-
ваний по идентификации факторов, опосредующих эту
активность.
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Инфекционный процесс, клинически про-
являющийся явлениями того или иного ин-
фекционного заболевания, является процес-
сом сложного многоуровневого взаимодей-
ствия микро- и макроорганизма. Результат
этого взаимодействия может быть различен и
зависит от уникального для каждого случая
сочетания экзогенных и эндогенных факто-
ров - состояния специфической и неспеци-
фической иммунной реактивности у воспри-
имчивого индивидуума, патогенности и виру-
лентности конкретного штамма микроорга-
низма, воздействия проводимой в данный мо-
мент или ранее медикаментозной и немедика-
ментозной терапии, а также благоприятных
или неблагоприятных микро- и макроклима-
тических условий, социального положения
индивидуума и даже его эмоционально-
психологического фона: так, давно замече-
но, что в условиях стресса уровень иммун-
ной реактивности снижается, иногда до
критически низких величин [1]. В результа-
те инфекционный процесс может завер-
шиться развитием острой циклической фор-
мы инфекционного заболевания с последую-
щим полным выздоровлением, хронической
формы заболевания с различной активнос-
тью процесса, латентной или субклиничес-
кой формы без болезненных проявлений,
«здорового» носительства возбудителя, кото-
рое многие исследователи приравнивают к
хроническому заболеванию с минимальной
активностью, а также «транзиторного» носи-
тельства с быстрой и полной элиминацией
возбудителя из организма без развития кли-
нической картины заболевания; во всех этих
случаях в организме-хозяине развертывается
специфический иммунный ответ.

Сложность, многогранность и непредсказу-
емость исходов данного процесса давно уже не
вызывают удивления исследователей и клини-
цистов. Тем не менее, один из аспектов инфек-

ционного процесса традиционно рассматри-
вается только «со стороны» микроорганизма,
и аспект этот - антибиотикоустойчивость.

Когда заходит речь об устойчивости к
бета-лактамным антибиотикам, практически
всегда имеют в виду антибиотикорезистент-
ность бактерий, опосредованную синтезом
разнообразных бета-лактамаз. При этом за-
бывают, что макроорганизм также небезраз-
личен к введению антибиотиков. Антибиоти-
ки являются для организма чужеродными ве-
ществами, от которых он стремится освобо-
диться любой ценой, используя для этого
разнообразные механизмы. В частности, в на-
ших предыдущих работах было показано, что
в крови у 33,82% больных шигеллезом опре-
деляются поликлональные антитела субклас-
сов G1, 2 и 4, обладающие бета-лактамазной
активностью (причем у некоторых препара-
тов иммуноглобулинов данная активность
оказалась довольно значительной) [2, 3].
Формирование в организме таких антител,
обладающих каталитической активностью
(«абзимов») объясняется исходя из теории
иммунологических сетей Ерне [4].

Кроме того, в процессе изучения катали-
тических антител, обладающих бета-лакта-
мазной активностью, нами был случайно об-
наружен феномен необычно высокой пени-
циллиназной активности сыворотки крови.
Выяснилось, что данное свойство крови ха-
рактерно для большинства (85-92%) больных
и здоровых лиц (были изучены здоровые во-
еннослужащие, а также больные рожей и
пневмонией), уровень активности достаточно
высок (за 20 минут инкубации при 37°С рас-
падалось в среднем 52% от внесенного в про-
бу сыворотки крови ампициллина и 78% от
внесенного в пробу бензилпенициллина (кон-
центрация обоих антибиотиков в опыте со-
ставляла 0,18 мг/мл) [5]. Рационально объяс-
нить наблюдаемый феномен в настоящее вре-
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мя затруднительно. Так, имеются публика-
ции, утверждающие, что гемолизированная
кровь может разрушать 3-ацетоксиметил-це-
фалоспорины (цефалотин, цефотаксим) по-
средством деацетиляции 3- ацетоксиметиль-
ной группы; при этом плазма и сыворотка
крови, не содержащие продуктов лизиса эрит-
роцитов, такой активностью не обладали.
Следует отметить, что в данном случае бета-
лактамная связь не разрушалась, из-за чего
цефалоспорины, не содержащие 3-ацетокси-
метильной группы (цефалоридин, цефалек-
син, цефамандол, цефазолин), не утрачивали
активности в присутствии гемолизированной
крови [6]. В нашем же случае а) анализируе-
мые пробы сыворотки крови не имели при-
знаков гемолиза, и б) происходил распад ан-
тибиотиков пенициллинового ряда по бета-
лактамной связи, что и фиксировалось нео-
купроиновым реактивом, который образует
окрашенные комплексы только в присутствии
гидролизованной бета-лактамной связи раз-
личных производных 6-аминопенициллано-
вой кислоты [7]. При этом считается, что
ферменты с бета-лактамазной активностью в
человеческом организме отсутствуют, а анти-
биотики соответствующей группы выводятся
из организма в неизменном виде с мочой и в
меньшей степени - с желчью [8]. Таким обра-
зом, природа обнаруженного нами явления
остается загадочной.

Соответственно, целью настоящего исследо-
вания было установление истинной природы
факторов, обусловливающих значительную
бета-лактамазную активность крови.

Материалы и методы

1. Получение сыворотки крови
Сыворотка крови больных была получена

центрифугированием крови, выдержанной в
холодильной камере при 4°С в течение 4-6 часов
для образования фибринного сгустка; произ-
водилось центрифугирование в угловой цент-
рифуге при 3000 об/мин в течение 15 минут.
Пробы с визуальными признаками гемолиза
исключались из эксперимента.

2. Получение фракций сыворотки крови
Разделение сыворотки крови на фракции

было осуществлено следующим образом: пу-
лированная сыворотка крови, полученная от
4 больных (ОРИ, пневмония, обострение хро-
нического бронхита, рожа) общим объемом

10 мл была разделена на 5 проб по 2 мл. В трех
пробах произведено осаждение белков добав-
лением насыщенного раствора сульфата ам-
мония (квалификации ч.д.а.) до суммарной
концентрации 33, 40 и 50% насыщения.
Осаждение белков происходило в течение 30
минут при +4°С. Выпавший осадок отде-
лялся центрифугированием в угловой цен-
трифуге при 6.000 об/мин в течение 15 мин;
надосадок отделялся, после чего осадок в
каждой пробе растворяли в 2 мл 0,85% ра-
створа натрия хлорида и повторно осажда-
ли добавлением насыщенного раствора
сульфата аммония до исходной концентра-
ции (33, 40 и 50%, соответственно); при этом
осаждение белков проходило в условиях,
идентичных описанным выше. Выпавший оса-
док вновь отделялся центрифугированием
при 6.000 об/мин в течение 15 мин, надосадок
выливали, а осадок ресуспензировали в 2 мл
0,85% раствора натрия хлорида.

Далее производился трехкратный диализ
полученных проб (осадка, растворенного в
физиологическом растворе хлорида натрия,
и надосадка, собранного после первого
центрифугирования, отдельно для каждой
концентрации сульфата аммония) против
0,85% раствора натрия хлорида в объеме 2
л, каждый раз в течение 24 ч, при комнат-
ной температуре. Параллельно в тех же ус-
ловиях производился диализ одной из проб
сыворотки крови (2 мл), где осаждение
сульфатом аммония не производилось. Ди-
ализ второй пробы сыворотки крови (так-
же 2 мл), не подвергавшейся осаждению суль-
фатом аммония, производился однократно
против 5 мл 0,85% раствора натрия хлорида в
течение 48 часов в герметично укупоренной
емкости, диализат был в дальнейшем собран и
использован для исследования.

В диализный раствор №1 во всех случаях,
включая диализ против 5 мл 0,85% раствора
натрия хлорида, добавлялся порошок азида на-
трия (ч.д.а.) до конечной концентрации 0,1% с
целью профилактики роста бактерий в пробах.

Для диализа были использованы диализ-
ные пакеты Sigma D6191-25ЕА с порами, за-
держивающими все белки с молекулярным
весом вплоть до 12 кДа. Полученные таким
образом пробы сохранялись в морозильной
камере при -20°С. Допускалось только одно-
кратное размораживание проб непосред-
ственно перед экспериментом. Предваритель-
но был произведен посев образцов материала
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из каждой пробы на мясо-пептонный агар
(инкубация в течение 24 часов при 37°С).
Кроме того, в каждой пробе был произведен
замер концентрации белка по стандартной
методике Лоури [9].

В дальнейшем была определена бета-лакта-
мазная активность всех проб модифицирован-
ным неокупроиновым методом [5, 7].

3. Определение бета-лактамазной активности
проб сыворотки крови модифицированным
неокупроиновым методом
В качестве субстратов для определения ката-

литической активности сыворотки крови мы
использовали химически чистые субстанции
бензилпенициллина натриевой соли и ампицил-
лина тригидрата.

0,15 мл раствора каждого из антибиотиков в
концентрации 0,18 мг/мл смешивали с исследу-
емой пробой в соотношении 1:1 и помещали в
термостат (t=37°С) на 20 минут. Спустя указан-
ное время к тест-объектам прибавляли 30 мкл
57% водного раствора хлорной кислоты для
осаждения белковой матрицы.

В качестве контроля использовали модель-
ные растворы бензилпенициллина и ампицил-
лина, разведенные дистиллированной водой в
соотношении 1:1 с последующим добавлением
30 мкл 57% водного раствора хлорной кислоты.

Все тест-объекты после добавления хлор-
ной кислоты встряхивали на вортексе в тече-
ние 2 минут и центрифугировали при 3000 об/
мин в продолжение 10 минут, после чего от-
бирали для анализа надосадочную жид-
кость. Учитывая вероятность потерь анти-
биотика с белковым осадком, был введен
дополнительный контроль. Для этого ра-
створы антибиотиков, предварительно
полностью гидролизованных кипячением с
0,2 М гидроокисью натрия, вносили в испы-
туемые сыворотки в количестве, аналогичном
опытным пробам, и далее проводили депроте-
инизацию, как указано выше.

В дальнейшем к исследуемым растворам
прибавляли ацетатный буфер (pH=4,75), нео-
купроиновый реагент и выдерживали пробы
при комнатной температуре в течение 30 минут
до развития стабильной желтой окраски. Спу-
стя указанное время измеряли оптическую
плотность образовавшихся комплексов при
454,5 нм. Измерение оптических плотностей
проводили на спектрофлуориметре SOLAR-
СМ2203, (гос. рег. № РБ 03 11 2864 06) в режиме
спектрофотометрии.

В дальнейшем определялась доля антибиоти-
ка, распавшегося в пробе за время инкубации,
как отношение ОП в опытной пробе к ОП соот-
ветствующей контрольной пробы. Вычисленное
значение выражалось в процентах.

Результаты и обсуждение
Ни в одной из чашек Петри с мясо-пептон-

ным агаром не было отмечено роста бактерий.
Полученные в эксперименте уровни распада

ампициллина и бензилпенициллина, внесенных
в исследуемые пробы, а также измеренная по
Лоури концентрация общего белка в пробах
приведены в таблице 1.

Графическое отображение указанных чис-
ловых значений приведено на рисунках 1 и 2.

Видно, что бета-лактамазная активность
белкового осадка относительно невысока и со-
ставляет от 6,7% до 12% для ампициллина и от
6,4% до 19,2% для бензилпенициллина; при
этом уровень распада ампициллина практичес-
ки не зависел от концентрации сульфата аммо-
ния, в то время как уровень распада бензилпе-
нициллина нарастал по мере снижения концен-
трации сульфата аммония (от 50% к 33%).
Следует принять во внимание, что 33% сульфат
аммония осаждает практически исключитель-
но гамма-глобулины.

В пробах надосадочной жидкости бета-лак-
тамазная активность оказалась минимальной -
от 0 до7,7% для ампициллина и от 1,8% до 3,2%
для бензилпенициллина; данная активность
явно не зависела от концентрации сульфата
аммония в растворе.

В пробе сыворотки крови №1, диализовав-
шейся однократно против 5 мл 0,85% раствора
хлорида натрия, уровень распада ампициллина
составил 58,5%, а бензилпенициллина - 75,8%. В
диализном же растворе данные уровни оказа-
лись равны 58,7% и 63,0%, соответственно. Сле-
довательно, с учетом погрешности методики
определения можно считать, что бета-лакта-
мазная активность практически поровну рас-
пределилась между данной пробой сыворотки и
диализным раствором. При этом обращает на
себя внимание существенная разница в концен-
трациях общего белка в сыворотке крови (22 г/
л) и диализном растворе (3,7 г/л).

В пробе сыворотки крови №2, диализовав-
шейся трехкратно против несопоставимо боль-
шего объема 0,85% раствора хлорида натрия,
уровень распада ампициллина составил лишь
7,8%, а бензилпенициллина - 10,5%.
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Таблица 1
Уровни распада бензилпенициллина и ампициллина (в % от исходного количества в пробе)
и концентрация общего белка в исследуемых пробах по Лоури

Название образца % распавшегося % распавшегося Концентрация
в пробе ампициллина в пробе бензил- белка в пробе
(от внесенного) пенициллина по Лоури (г/л)

(от внесенного)

Проба сыворотки крови №1, 58,45 75,80 22,0
диализованная против 5 мл
0,85% раствора натрия хлорида
Диализный раствор 0,85% 58,71 63,01 3,65
раствора натрия хлорида
(от пробы сыворотки крови №1)
Проба сыворотки крови №2, 7,77 10,50 24,45
трехкратно диализованная против
2 л 0,85% раствора натрия хлорида
Осадок после осаждения 33% 10,19 19,18 9,89
сульфатом аммония
Осадок после осаждения 40% 6,70 10,50 10,12
сульфатом аммония
Осадок после осаждения 50% 12,87 6,39 12,0
сульфатом аммония
Надосадок после осаждения 33% 7,77 1,83 18,02
сульфатом аммония
Надосадок после осаждения 40% 0 1,83 18,17
сульфатом аммония
Надосадок после осаждения 50% 0 3,20 8,14
сульфатом аммония

Рис. 1. Уровень распада ампициллина в пробах (в % от внесенного), наложенный на концентрацию общего
белка в этих же пробах (г/л)
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Рис. 2. Уровень распада бензилпенициллина в пробах (в % от внесенного), наложенный на концентрацию
общего белка в этих же пробах (г/л)

Уровень распада ампициллина достоверно
коррелировал с уровнем распада бензилпени-
циллина (метод ранговых корреляций Спирме-
на, r = +0,73, p<0,05). Достоверных корреляци-
онных зависимостей между уровнем бета-лак-
тамазной активности и концентрацией общего
белка в пробах выявлено не было. При анализе
графиков видно, например, что уровни белка в
пробах сыворотки №1 и №2 практически оди-
наковы (22 и 24,5 г/л, соответственно), при этом
их бета-лактамазная активность различается в
7,5 раз по уровню распада ампициллина и в 7,2
раза по уровню распада бензилпенициллина. В
то же время в пробах белкового осадка, полу-
ченных при осаждении 50%, 40% и 33% сульфа-
том аммония, концентрации собственно белка
варьируют незначительно (от 9,9 до 12 г/л),
равно как и уровень распада ампициллина (раз-
ница не более 20%).

Таким образом, из результатов эксперимен-
та следует, что в человеческой крови существу-
ет некая фракция с молекулярным весом менее
12 кДа, обладающая пенициллиназной актив-
ностью. Возможно, данная фракция представ-
ляет собой комплекс из низкомолекулярных
пептидов и продуктов распада гема. Так, в пре-
дыдущих наших исследованиях (еще неопубли-

кованных) было показано, что концентрация
общего и прямого билирубина в крови боль-
ных рожей и пневмонией прямо коррелирует с
уровнем распада бензилпенициллина, коэффи-
циент корреляции составил 0,9-1. Эта фракция
полностью отделяется от сыворотки крови при
многократном диализе против значительного
объема физиологического раствора и опреде-
ляет 81-92% от общей бета-лактамазной актив-
ности крови. В частности, эта фракция цели-
ком удаляется из надосадочной жидкости при
диализе, вследствие чего указанная жидкость
практически не проявляет пенициллиназную
активность, независимо от концентрации суль-
фата аммония в пробах. Концентрация данной
«легкой» фракции не превышает 3,5 г/л; не ис-
ключено, что эта фракция имеет биоорганичес-
кую, но небелковую природу.

Одновременно в крови присутствует фрак-
ция высокомолекулярных белков (преимуще-
ственно - гамма-глобулинов), обусловливаю-
щих оставшиеся 8-19% бета-лактамазной ак-
тивности крови. Эти белки преимущественно
содержатся в белковом осадке, причем их об-
щее количество во всех пробах примерно оди-
наково (около 10 г/л); вероятно, именно поэто-
му каталитическая активность проб белкового
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осадка практически не меняется при изменении
концентрации общего белка в соответствую-
щих пробах (и не зависит от концентрации
сульфата аммония). Интересно, что в пробе
белкового осадка, полученного осаждением
33% сульфатом аммония, уровень распада бен-
зилпенициллина оказался наивысшим по срав-
нению с другими пробами белкового осадка
(19,2%); как уже упоминалось выше, эта проба
должна содержать практически исключительно
белки гамма-глобулиновой фракции. Возмож-
но, данный феномен объясняется устранением
стерических (пространственных) препятствий к
взаимодействию между молекулами бета-лак-
тамных антибиотиков и активными центрами
молекул иммуноглобулинов при снижении кон-
центрации прочих белков в пробе.

Данные выводы, полученные на основании
косвенных экспериментальных данных, хоро-
шо согласуются с ранее полученными нами сведе-
ниями, согласно которым, в крови больных и здо-
ровых лиц имеются поликлональные иммуногло-
булины (IgG 1, 2 и 4 субклассов), обладающие от-
носительно невысокой, но достоверной бета-лак-
тамазной активностью [2, 3]. Тем не менее, выяв-
ленные на основании косвенных данных законо-
мерности требуют дальнейшего всестороннего
экспериментального подтверждения.

Заключение
В плазме крови человека содержатся мини-

мум две фракции, обладающие пенициллиназ-
ной активностью:

1. «Легкая», опосредующая около 90%
всей бета-лактамазной активности крови, с
молекулярной массой частиц менее 12 кДа,
возможно, небелковой природы (если указан-
ная фракция - белковой природы, то концен-
трация этих белков, с учетом разведения при
обработке проб, не превышает 9 г/л). Данная
фракция полностью отделяется от сыворот-
ки крови при диализе;

2. «Тяжелая», обусловливающая около 10%
всей бета-лактамазной активности крови. Дан-
ная фракция, вероятно, почти исключительно
представлена гамма-глобулинами (средняя
концентрация около 10 г/л); эти белки полно-
стью или почти полностью осаждаются из плаз-
мы крови любой концентрацией сульфата ам-
мония из использованных в данном экспери-
менте (от 33% до 50%).

Полученные нами сведения дают ценный
ключ к пониманию механизма бета- лактамаз-
ной активности крови, а также позволяют пла-
нировать дальнейший ход исследований по
идентификации факторов, опосредующих эту
активность.
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