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Резюме 
Актуальность. Изучение выделяемых из тканей живых организмов новых антимикробных субстанций имеет 
особое значение для медицины и биофармацевтической промышленности. В этой связи лейкоцитарные пеп-
тиды могут рассматриваться в качестве альтернативы традиционным антибиотикам для преодоления про-
блемы бактериальной антибиотикорезистентности. Цель исследования. Оценка молекулярной массы и 
биологической активности, полученных с помощью ультразвука лейкоцитарных пептидов. Методы исследова-
ния. Разделение лейкоцитарных пептидных комплексов на отдельные фракции методом обращённо-фазовой 
хроматографии и оценка их антибактериальной активности методами серийных разведений и диффузионным. 
Результаты. Исследованиями выявлено, что пептидная фракция с молекулярной массой 440–570 Да обладает 
выраженной антибактериальной активностью. Выводы. Полученные экспериментальные данные свидетель-
ствуют о высоком лечебном потенциале лейкоцитарного белково-пептидного комплекса, обладающего широ-
ким спектром антибактериальной активности. 
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Abstract 
Background. The study of new antimicrobial substances isolated from the living organism tissues is of particular impor-
tance for medicine and the biopharmaceutical industry. Leukocyte peptides can act as an alternative to traditional antibi-
otics to overcome the bacterial antibiotic resistance problem. Aim. Evaluation of molecular weight and biological activity 
of ultrasound-derived leukocyte peptides. Methods. Separation of leukocyte peptide complexes into particular fractions 
by reverse phase chromatography and evaluation of their antibacterial activity by serial dilution and diffusion methods. 
Results. Studies have shown that one peptide fraction with a molecular weight of 440–570 Da has pronounced antibacterial 
activity. Conclusion. The obtained experimental data testify to the high therapeutic potential of the leukocyte protein-pep-
tide complex, which has a wide spectrum of antibacterial activity. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Введение 
В настоящее время отмечается стремитель-

ное увеличение резистентности бактерий к ан-
тимикробным препаратам, значительно затруд-
няющее лечение инфекционных заболеваний [1, 
2]. Учитывая современные представления о не-
обходимости обеспечения качества лекарств и их 
адаптированности к человеческому организму, 
наиболее предпочтительными средствами лече-
ния становятся препараты, содержащие есте-
ственные компоненты тканей организма с из-
вестной биологической активностью [3–6]. 
Принципиально новым классом природных ан-
тибиотиков являются антимикробные пептиды, 
представляющие собой небольшие молекулы 
размером до 50 аминокислотных остатков, спо-
собные подавлять клетки микроорганизмов. В 
настоящее время известно большое число пеп-
тидных соединений, обладающих высокой анти-
бактериальной активностью, выделенных из кле-
ток крови, барьерного эпителия и других тканей 
человека и животных [7–12]. 

Для получения таких пептидов из лейкоци-
тарных клеток часто используются различные 
методы: извлечение 10% раствором уксусной кис-
лоты с последующим разрушением клеточных 
элементов на холоде; экстракция 0,02 М Na-аце-
татным буфером, содержащим 0,3% цетилтриме-
тиламмония бромида (ЦТАБ); использование 0,3% 
раствора бромистого цетилтриметиламмония в 
0,02 М натрий-ацетатном буфере при рН 4,5; по-
лучение аффинолейкина гемолизом вирусинду-
цированных лейкоцитов при многократном воз-
действии низких температур [13, 14].  

В технологии получения пептидов исполь-
зуются не только химические, но и физические ме-
тоды, в частности, гомогенизация лейкоцитарных 
клеток в системе «стекло–тефлон» с последующей 
экстракцией при температуре 4–5°С, а также ульт-
развуковая кавитация суспендированных в жидко-
стях клеток с их полным разрушением и применение 
силового поля [15]. Особенно эффективным для раз-
рушения клеток оказалось использование низкоча-
стотного ультразвука [16, 17]. Регулируя варианты 
ультразвукового воздействия — меняя его частоту, 
мощность, продолжительность и состав используе-
мой среды показана возможность получения конеч-
ных продуктов с новыми свойствами [18]. Следует 
отметить, что пептидные соединения, получаемые 
из лейкоцитов, индуцированных ультразвуком, мо-
гут проявлять разнообразную биологическую ак-
тивность и быть основой разработки новых фарма-
цевтических средств. 

Фракционирование и очистка биологически 
активных пептидов лейкоцитарного лизата яв-
ляется весьма сложной задачей в связи с присут-
ствием в этом материале высокомолекулярных 
белков крови [19]. Обнаружено, что пробоподго-

товка препаратов для жидкостной хроматогра-
фии, включая освобождение аналита от высоко-
молекулярных матриксных белков с помощью 
градиентного центрифугирования, осаждения 
органическими растворителями (этанол, аце-
тон)  [20] и адсорбции на различных сорбентах, 
приводит к потере низкомолекулярных пептидов, 
находящихся в используемом лейкоцитарном ли-
зате в незначительной концентрации. 

Необходимо также отметить, что гель-прони-
кающая хроматография в режиме низкого дав-
ления при использовании сефадексов, являю-
щаяся наиболее распространённым методом 
очистки аналита от высокомолекулярных белков, 
также приводит к значительным потерям низко-
молекулярных пептидов [20]. 

Цель исследования — оценка спектра моле-
кулярных масс и антибактериальной активности 
лейкоцитарных пептидов человека, полученных 
с помощью ультразвука, которые в настоящий 
момент изучены недостаточно. 

Материал и методы 
Материалом для исследования служили лиофилизиро-

ванные препараты лейкоцитарного пептидного комплекса, 
полученные после воздействия in vitro ультразвука на лейко-
циты доноров [21]. 

Оценку молекулярной массы пептидных компонентов в 
выделенных препаратах проводили MALDI-масс-спектромет-
рическим анализом. 

В качестве объектов исследования использовали бакте-
рии Staphylococcus epidermidis 33 GISK, Staphylococcus epider-
midis 33 GISK Vanr [22], Staphylococcus aureus ATCC 25923, Esch-
erichia coli ATCC 25922, а также Bacillus subtilis, выделенные с 
поверхности кожи человека. Бактерии культивировали в кол-
бах на среде LB (г/л: триптон — 10, дрожжевой экстракт — 5, 
NaCl — 6,4) с перемешиванием на орбитальном шейкере при 
150 об/мин и температуре 37°C. Динамику роста бактериаль-
ных культур отслеживали по изменению их оптической плот-
ности при 600 нм, используя спектрофотометр PD-303 («APEL», 
Япония) и кюветы с длиной оптического пути 1 см. 

Анализ антибактериальной активности лейкоцитарного 
пептидного комплекса проводили диффузионным методом в 
соответствии с рекомендациями [23] на агаризованной пита-
тельной среде LB. После нанесения бактерий на поверхность 
питательного агара, на его различные зоны наносили по 
10 мкл исходного раствора лейкоцитарного препарата и его 
разведений. Затем чашки инкубировали при 37°C в течение 
24 ч. Результаты экспериментов оценивали путём измерения 
диаметров зон подавления роста тест-бактерий. 

Определение относительной антибактериальной актив-
ности препарата лейкоцитарных пептидов против бактерий 
S.epidermidis 33 GISK проводили методом серийных разведе-
ний в бульоне (г/л: триптон — 10, дрожжевой экстракт — 5), 
используя полистироловые иммунологические планшеты 
(«Медполимер», Россия), согласно рекомендациям [23]. 

Разделение пептидов лейкоцитарного комплекса и вы-
явление среди них активных фракций в отношении бактерий 
S.epidermidis 33 GISK проводили, используя систему Àktapurifier 
(«GE Healthcare», Швеция) с колонкой µRPC C2/C18 ST 4.6/100 в 
градиенте концентраций 0–70% ацетонитрила («Криохром», 
Россия) в 0,1% трифторуксусной кислоте («Fluka», США) со ско-
ростью элюирования 1 мл/мин. Детекцию индивидуальных 
пептидов проводили при длине волны 214 нм. 
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Результаты и обсуждение 
Оценка биологических свойств пептидного 

комплекса, а именно его антибактериальной ак-
тивности, показала, что препарат практически в 
одинаковой степени подавляет рост бактерий рода 
Staphylococcus (рис. 1). В то же время его действие, 
ингибирующее рост бактерий E.coli и Bacillus spp., 
оказалось менее выраженным, что характеризо-
валось меньшими диаметрами зон отсутствия ро-
ста этих микроорганизмов (таблица).  

Методом серийных разведений в бульоне уста-
новлено, что исходный препарат обладает актив-
ностью против бактерий штамма S.epidermidis 33 
GISK, большей, чем 4096 ЕА/мл, разведённый в 
5 раз — равной 2048, а в 10 раз — 1024 ЕА/мл (рис. 2). 

Разделение лиофилизированного пептидного 
комплекса на отдельные фракции обращённо-фа-
зовой хроматографией на установке Àktapurifier, 
позволило выявить его компоненты, обладающие 

антибактериальной актив-
ностью, которая обнару-
живалась только в одной 
фракции и элюировалась 
с колонки до поступления 
на неё ацетонитрила 
(рис.  3). Пик адсорбции 
при 214 нм соответствовал 
содержимому фракции 
№ 2, и только в ней обна-
руживалась антибактери-
альная активность (на 
рис. 3 указано стрелкой). 

Результаты анализа 
спектра молекулярных 
масс лиофилизирован-
ного препарата лейкоци-
тов, обработанных ульт-
развуком, показали, что 
полученный препарат со-
стоит из пептидов с моле-
кулярной массой от 440 до 
3000 дальтон (Да) и пред-
ставляет собой комплекс 
из 15 основных пептидов. 
Пептиды с молекулярной 
массой более 3000 Да не 
выявлялись (рис. 4). 

Было также установ-
лено, что компоненты ком-
плекса, обладающие анти-
микробной активностью, 
выделенные на хромато-
графической установке Àk-

tapurifier, обнаруживаются в диапазоне масс от 440 
до 570 Да (рис. 5), и являются, по-видимому, не-
большими пептидами, состоящими из 3–5 амино-
кислотных остатков. 

Исследования, представленные в данной 
статье, показали, что новый полипептидный ком-
плекс, полученный из лейкоцитов крови человека 
с использованием ультразвуковых волн, оказы-
вает одинаковое воздействие на бактерии разных 
видов рода Staphylococcus, при этом на рост бак-
терий E.coli и Bacillus spp. антибактериальная ак-
тивность выражена значительно слабее.  

Использование обращённо-фазовой высоко-
эффективной хроматографии показало наличие 
в смеси пептидов отдельной фракции с молеку-
лярной массой 440–570 Да, обладающей антибак-
териальной активностью. Можно предположить, 
что это небольшие пептиды из 3–5 аминокислот-
ных остатков.  

Диаметры зон подавления роста бактерий (мм) 
Diameters of bacterial growth inhibition zones (mm) 
                      S.epidermidis                                   S.aureus                                           Bacillus spp.                                       E.coli 
                                35                                                   35                                                          31                                                   29 

Рис. 1. Антибактериальная активность лейкоцитарного пептидного комплекса, 
полученного под действием ультразвука в отношении:  
а — S.epidermidis 33 GISK; b — S.epidermidis 33 GISK Vanr; c — S.aureus ATCC 25923. 
Рис. 1. Antibacterial activity of the leukocyte peptide complex obtained under the in-
fluence of ultrasound in relation to: 
а — S.epidermidis 33 GISK; b — S.epidermidis 33 GISK Vanr; c — S.aureus ATCC 25923. 
 

Рис. 2. Активность лейкоцитарного пептидного комплекса, полученного под 
действием ультразвука, против S.epidermidis 33 GISK при различных кратностях 
разведения: 
а — 1:9; b — 1:4; c — без разведения. 
Fig. 2. Activity of the leukocyte peptide complex obtained using ultrasound against 
S.epidermidis 33 GISK at various dilutions:  
а — 1:9; b — 1:4; c — without dilution.  
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Практическое применение полученных ре-
зультатов позволит в перспективе создать ком-
плексные препараты с синтетическими модифи-
каторами и как следствие снизить экономические 
затраты [24–26]. 

Заключение 
Таким образом, полученные эксперименталь-

ные данные свидетельствуют о широком спектре 
антибактериальной активности лейкоцитарного 
пептидного комплекса, модифицированного 
ультразвуком, что представляет несомненный 
практический интерес.  
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Рис. 3. Обращённо-фазовая высокоэффективная жид-
костная хроматография лейкоцитарного пептидного 
комплекса, полученного под действием ультразвука. 
Примечание. Объяснения — в тексте. 
Fig. 3. Reversed-phase high-performance liquid chroma-
tography of a leukocyte peptide complex obtained using 
ultrasound. 
Note. Explanations are in the text. 

Рис. 4. Масс-спектр лейкоцитарного препарата, полу-
ченного с использованием ультразвука. 
Fig. 4. Mass spectrum of a leukocyte preparation obtained 
using ultrasound.

Рис. 5. Масс-спектр активной фракции лейкоци-
тарного препарата, полученного с использованием 
ультразвука. 
Fig. 5. Mass spectrum of the active fraction of a leukocyte 
preparation obtained using ultrasound.
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