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Резюме 
Актуальность. На основе микробицидных белков создаются лекарственные антимикробные средства природного 
происхождения. К настоящему времени показано, что при воздействии ультразвука на лейкоциты при полном 
разрушении клетки образуются новые соединения — пептидные комплексы, обладающие иммунобиологической 
активностью. Цель — модернизация параметров влияния ультразвука на донорские лейкоциты для выделения 
отдельных полипептидных соединений, обладающих биологической активностью. Материал и методы. Новые 
лейкоцитарные белково-пептидные комплексы получали методом ультразвуковой обработки донорских лейко-
цитов. Разделение пептидных комплексов осуществляли на хроматографических колонках Superdex 200 increase. 
Для изучения их использовали методы ВЭЖХ и инфракрасной спектроскопии. Метод ВЭЖХ реализовывали на 
хроматографе фирмы Knauer (Германия) с применением спектрофотометрического детектора аналитических 
длин волн 280 нм и 293 нм. Результаты. Установлено, что различная величина амплитуды ультразвуковых волн 
и различная продолжительность их воздействия способствуют получению сложных белковых комплексов. При 
определённых условиях (время обработки донорских лейкоцитов ультразвуком в течение 90 с, с амплитудой 60%, 
мощностью 50 Вт, частотой 30 кГц) возможно получение комплекса низкомолекулярных пептидов с молекулярной 
массой менее 6,5 кДа. Методом ИК-Фурье спектрометрии определено, что в состав полученного пептидного ком-
плекса входят такие аминокислоты, как Thr, Ser, Phe, Tyr, His и Trp. Установлено, что данный комплекс обладает ан-
тибактериальной активностью. Выводы. Метод воздействия ультразвуком на донорские лейкоциты позволяет 
получить белковый комплекс с антибактериальной активностью. 
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Abstract 
Relevance. Microbicidal proteins are used to create natural antimicrobial drugs. It has been shown to date that ultrasound 
exposure of leukocytes results in complete cell destruction and the formation of new compounds — peptide complexes with 
immunobiological activity. The aim of the study was to update the parameters of ultrasound effect on the donor leukocytes 
to isolate individual polypeptides with biological activity. Materials and methods. New leukocyte protein-peptide complexes 
were obtained by ultrasonic treatment of donor leukocytes. Separation of peptide complexes was carried out on Superdex 
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Введение 
Антибиотики с момента открытия пеницил-

лина в  1928 г. являлись важным инструментом 
в  современном здравоохранении. Благодаря их 
широкому использованию антибиотики в после-
дующие годы во многом способствовали бы-
строму увеличению продолжительности жизни; 
они являются незаменимыми препаратами, при-
меняемыми для лечения инфекционно-воспали-
тельных заболеваний человека  [1]. Однако их 
длительное применение способствует развитию 
резистентности бактерий к  препаратам. Пони-
мание механизмов устойчивости этих бактерий 
является ключевым шагом в разработке новых 
противомикробных препаратов для борьбы с ле-
карственно-устойчивыми бактериями [2]. 

Устойчивость к антибиотикам является серь-
ёзной проблемой, которая привела к  необходи-
мости создания новых альтернативных веществ, 
обладающих антибактериальным действием  [3, 
4]. Перспективным кандидатом для преодоления 
устойчивости к антибиотикам являются природ-
ные антимикробные пептиды (AМП), которые 
проявляют широкий спектр антимикробной ак-
тивности с  высокой специфичностью и  низкой 
токсичностью. Эти пептиды обладают исключи-
тельными структурой и  функциями, используя 
в реализации программ врождённого иммунитета 
сложные механизмы действия [5, 6]. АМП вызы-
вают большой интерес учёных как потенциаль-
ные антимикробные средства нового поколения, 
поскольку они представляют собой биологиче-
ски активные небольшие по массе белки, есте-
ственным образом продуцируемые всеми жи-
выми организмами и  представляющие собой 
первую линию защиты от грибков, вирусов и бак-
терий [4, 5–9]. Они могут эффективно снижать ве-
роятность лекарственной устойчивости бактерий 
и являются биосовместимыми, поэтому обладают 
огромными перспективами развития [10]. 

АМП принято классифицировать по источни-
кам, а также по вторичной структуре, биосинтезу 
и механизму действия [4, 5–9]. Всего в базе данных 
антимикробных пептидов (APD31), обновлённой 
24 августа 2020 г., зарегистрировано 3240 AМП. Раз-

личные типы AМП имеют следующие общие 
черты: количество аминокислотных остатков в них 
составляет от 10 до 60 (среднее 33,26), и почти все 
AМП являются катионными (средний чистый за-
ряд 3,32). Однако существует также несколько 
анионных AМП, и  в них есть несколько кислых 
аминокислот, таких как аспарагиновая кислота 
и глутаминовая кислота [6]. Однако механизм дей-
ствия АМП остаётся не до конца изученным, хотя 
существует несомненная взаимосвязь между фи-
зико-химическими свойствами АМП и их биоло-
гической активностью. Кроме того, необходимо 
отметить наличие такого феномена, как способ-
ность АМП к синергическому действию [4]. 

Хотя АМП имеют широкий спектр структурных 
вариаций, у них есть несколько общих характери-
стик, в том числе относительно небольшой размер 
(обычно от 12 до 50 аминокислотных остатков), ка-
тионность из-за присутствия многочисленных 
остатков аргинина и/или лизина и амфипатическая 
структура из-за присутствия как гидрофобных, так 
и гидрофильных участков. Также сообщалось, что 
АМП обладают иммуномодулирующими, противо-
воспалительными, антибиоплёночными [11] и ра-
нозаживляющими свойствами  [12]. В  этой связи 
препараты на основе низкомолекулярных пепти-
дов являются привлекательными и одобренными 
различными ведомствами [13, 14]. 

Для получения пептидов из белков природного 
происхождения используют различные методы, 
среди которых можно выделить ферментативный 
гидролиз, микроволновое воздействие и ультразву-
ковую обработку. В исследованиях I. Habinshuti и со-
авт. [15] показано, что с помощью метода ультразву-
кового воздействия можно получить пептиды с вы-
сокой биологической активностью. Известно, что 
воздействие ультразвука (УЗ) на клетку может соз-
давать небольшие поры в  клеточной мембране. 
Пермеабилизация клеточных мембран, запускаемая 
ультразвуком, также называемая сонопорацией, 
представляет собой процесс, который может быть 
обратимым или необратимым. Хотя обратимая со-
нопорация повышает клеточную концентрацию ле-
карственного средства, не вызывая прямой гибели 
клеток, считается, что необратимая сонопорация 
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200 increase chromatographic columns. HPLC and infrared spectroscopy methods were used to study them. The HPLC 
method was implemented on a Knauer chromatograph (Germany) using a spectrophotometric detector of analytical wave-
lengths of 280 nm and 293 nm. Results. It has been established that various ultrasound wave amplitudes and durations of 
their action contribute to the production of complex protein compounds. Under certain conditions (processing donor leu-
kocytes with ultrasound for 90 sec., with an amplitude of 60%, a power of 50 W, and a frequency of 30 kHz), it is possible to 
obtain a complex of low-molecular peptides with a molecular weight of less than 6.5 kDa. Using Fourier transform infrared 
spectroscopy, it was determined that the composition of the obtained peptide complex includes amino acids such as Thr, 
Ser, Phe, Tyr, His, and Trp. It has been established that this complex has antibacterial activity. Conclusion. Ultrasound treat-
ment of donor leukocytes produces a protein complex with antibacterial activity. 
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смертельна для клеток и  в большинстве случаев 
вызывает их немедленный некроз  [16]. С  другой 
стороны, дезагрегирующее воздействие звуковых 
волн на клетки жидких сред организмов возможно 
для извлечения новых биоагентов, которые в фи-
зиологических условиях содержатся внутри клетки. 
Известно, что степень лизиса клеток при воздействии 
ультразвуком зависит от многих условий [17–19]. 

В ФГАОУ ВО «Пермский национальный ис-
следовательский политехнический университет» 
получен ряд новых биологически активных ве-
ществ полипептидной природы путём воздей-
ствия ультразвука на клетки крови — лейкоциты. 
Источник происхождения этих соединений пред-
полагает возможность наличия у выделенных ве-
ществ антибактериального и иммунобиологиче-
ского эффектов. 

Цель работы — модернизация параметров 
влияния ультразвука на донорские лейкоциты 
для выделения отдельных полипептидных соеди-
нений, обладающих биологической активностью. 

Материал и методы 
Предметом настоящего изучения стали лейкоцитарные 

белково-пептидные комплексы (ЛБПК), полученные в резуль-
тате ультразвукового воздействия на лейкоцитарную массу 
доноров in vitro. 

Получение белково-пептидных комплексов из лейкоци-
тарной массы проводили в следующей образом: донорскую 
кровь отбирали в гемоконтейнер с гемоконсервантом фаглю-
цид (ОАО Синтез, РФ), с последующим центрифугированием 
и разделением на фракции клеток крови и плазмы. Затем по-
лученную лейкоцитарную массу фракционировали для по-
лучения «чистых» лейкоцитов. В  процессе разделения над-
осадочную суспензию утилизировали, а  лейкоцитарный 
осадок использовали для выделения «чистых» лейкоцитов 
с последующим воздействием на них ультразвуковых волн [17]. 

Лейкоциты в дозе 6,7 млн/мл в 0,9% растворе NaCl дис-
пергировали ультразвуком с применением ультразвукового го-
могенизатора UP50H (Helischer Ultrasonics, Германия) при сле-
дующих условиях: мощность 50 Вт и  частота 30 кГц, то есть, 
при постоянных показателях, заданных конструкцией обору-
дования. Амплитуду УЗ волн варьировали в пределах от 60 до 
80%. Длительность воздействия на выделенные клетки крови 
ультразвуком составляла от 30 до 150 с. Результативность УЗ 
гомогенизатора анализировали по разрушению клеточной сус-
пензии [18, 20] и показателям антимикробной активности, ко-
торую оценивали методом последовательных разведений 
в  бульоне Мюллера–Хинтон и  определяли индивидуальные 
значения минимальной подавляющей концентрации (МПК) 
для каждого из анализируемых образцов в отношении тести-
руемого штамма микроорганизма [21]. 

Определение молекулярных параметров ЛБПК прово-
дили методом ВЭЖХ на высокоэффективном хроматографе 
фирмы Knauer (Германия) и датчиком со спектрофотометри-
ческим детектором аналитических длин волн 280 и 293 нм. Раз-
деление ЛБПК осуществляли на хроматографических колонках 
Superdex 200 increase (Sigma-Aldrich, США) длиной 300 мм, диа-
метром 10 мм и детектора с сорбентом Диасфер-110-Диол. 

Состав полипептидных соединений определяли в водном 
растворе ЛБПК с концентрацией 1 мг/мл по сухому веществу. 
Для устранения засорения колонки исследуемые образцы 
ЛБПК и  маркерных пептидов предварительно фильтровали 
через шприцевые насадки Millex-GV Filter, 0.22 µm (Merck. Гер-
мания). Хроматографирование проводили при температуре 

22°С, скорости потока 0,75 мл/мин, объём вводимой пробы со-
ставил 20 мкл, время регистрации составило 50 мин. 

В качестве динамичной фазы использовали водный рас-
твор следующего состава: 4,873 г/л динатрия дигидрофосфата 
натрия моногидрата, 11,688 г/л натрия хлорида и 0,05 г/л азида 
натрия. В качестве маркеров молекулярной массы использо-
вали Aprotinin (Sigma-Aldrich, США), Ribonuclease (Acros Organics, 
Бельгия), Carbonic Anhydrase (Thermo Fisher Scientific, США), 
Ovalbumin (Cytiva, Великобритания), Conalbumin (Cytiva, Вели-
кобритания), Aldolase (Cytiva, Великобритания), Ferritin (Cytiva, 
Великобритания), Thyroglobulin (Cytiva, Великобритания), по 
которым строили калибровочный график. Исследование пеп-
тидов проводили методом инфракрасной спектроскопии (ИК). 
Для этого образец предварительно смешивали с порошком KBr 
и истирали в агатовой ступке, затем полученный порошок прес-
совали в прозрачную таблетку, которая далее подвергалась из-
мерениям на ИК-спектрометре IR Prestige-21 фирмы Shimadzu 
(Япония) в диапазоне волновых чисел n=500–4500 cm–1 [22, 23]. 

Результаты 
На первом этапе исследований изучено влия-

ние условий УЗ обработки лейкоцитов крови че-
ловека на фракционный состав лейкоцитарных 
пептидов (табл. 1). В тестируемом образце ЛБПК 
доля веществ с  молекулярной массой менее 
6,5 кДа составила 16,8%, что согласуется с ранее 
проведёнными исследованиями  [24] и  данными 
других авторов [25]. 

 
Таблица 1. Распределение молекулярной массы и про-
центного содержания пептидов в ЛБПК до очистки 
Table 1. Distribution of molecular weight and peptide per-
centage in leukocyte protein-peptide complexes before 
purification 
Номер пика                 Процентное             Молекулярная 
                                          содержание, %               масса, кДа 
1                                                   3,6                                  440,0 
2                                                   9,8                      От 440,0 до 158,0 
3                                                  43,6                                  75,0 
4                                                  26,2                       От 43,0 до 29,0 
5                                                  16,8                            Менее 6,5 
 

В составе изучаемого образца также обнару-
живается фракция (3,6% от общей массы), моле-
кулярная масса которой составляет 440,0 кДа — 
опираясь на ранее проведённые исследования, 
эта фракция содержит низкомолекулярные пеп-
тиды с антибактериальной активностью. Кроме 
того, образец ЛБПК (см. табл. 1) содержит значи-
тельное количество фракций с  молекулярной 
массой 75,0 кДа и фракций с молекулярной мас-
сой от 43,0 до 29,0 кДа. 

Результаты хроматографирования образцов 
ЛБПК, полученных при различных условиях воз-
действия ультразвука (рис. 1–3) свидетельствуют 
о том, что различная амплитуда УЗ волн и про-
должительность их воздействия способствуют 
получению сложных белковых комплексов. При 
этом ЛБПК содержит значительное количество 
белкового балласта (см. табл. 1). Все образцы, за 
исключением образца № 1, характеризуются по-
явлением белковых обломков. 
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По результатам ВЭЖХ на хроматограмме для 
всех образцов характерно наличие двух основных 
пиков: первый соответствует агрегатам с  высо-
кой молекулярной массой, второй  — пептидам 
с низкой молекулярной массой. Установлено, что 

данные вещества выходят за границы 
градуировочного графика как для 
агрегатов, так и  для полипептидов. 
С помощью аппроксимации с исполь-
зованием программного обеспечения 
установлено, что пик с временем удер-
живания 27,3 мин соответствует моле-
кулярной массе около 4 кДа, а также 
то, что образец № 1, полученный при 
следующих условиях воздействия 
ультразвука: время обработки 90 с, ам-
плитуда 60% (при мощности 50 Вт и ча-
стоте 30 кГц), обладает антибактери-
альным эффектом. 

С целью подтверждения природы 
и структуры ЛБПК проводили анализ 
методом ИК-спектрометрии. Метод ИК-
Фурье спектрометрии позволяет опре-
делить типы и  компонентный состав 
сложных смесей  [26] (табл. 2, рис. 4–6). 
Анализ полученных данных позволяет 
сделать вывод о том, что в ИК-спектре 
наблюдается линия колебаний гидро-
ксильных и аминных групп с максиму-
мом при 3422 и 3441 см–1. Валентные ас-
симетричные колебания СН2 — 2934 см–1 
и  2934 см–1. Наблюдаются ярко выра-
женные линии колебаний C=O и  C=N 
с максимумами при 1593 см–1 и 1404 см–1. 
Отметим широкий контур поглощения 
колебаний С–О с максимумом 1122 см–1. 

В области ~1300–1200 см–1, помимо 
колебания Амид III, проявляются де-
формационные δ(ОН) и δ(NH) колеба-
ния Thr, Ser, Phe, Tyr, His и Trp, частоты 
которых могут смещаться, например, 
при образовании водородной связи 
с молекулами воды или соседними ами-
нокислотными остатками до ~50 см–1, 
а интенсивность изменяться в ~2–5 раз. 
Спектральная область поглощения 
ниже 1200 см–1 редко используется для 
анализа конформационных изменений 
белков, так как считается малоинфор-
мативной [27–31]. 

Обсуждение 
Природные антимикробные пеп-

тиды млекопитающих представляют 
собой небольшие по массе катионные 
пептиды с  антимикробной актив-
ностью, которая, как правило, обуслов-

лена их уникальной аминокислотной последо-
вательностью, обладают антибактериальной ак-
тивностью в отношении как грамположительных, 
так и грамотрицательных бактерий, а также гри-
бов и оболочечных вирусов [32], могут действо-

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2025, 70; 9–10 17

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Рис. 1. Хроматограмма пептидного комплекса, полученного с по-
мощью воздействия ультразвука на донорские лейкоциты (время 
экспозиции 90 с, амплитуда 60%). 
Fig. 1. Chromatogram of a peptide complex obtained by ultrasound 
treatment of donor leukocytes (exposure time 90 sec, amplitude 60%).

Рис. 2. Хроматограмма пептидного комплекса, полученного с по-
мощью воздействия ультразвука на донорские лейкоциты (время 
экспозиции 150 с, амплитуда 60%). 
Fig. 2. Chromatogram of a peptide complex obtained by ultrasound 
treatment of donor leukocytes (exposure time 150 sec, amplitude 60%).

Рис. 3. Хроматограмма пептидного комплекса, полученного с по-
мощью воздействия ультразвука на донорские лейкоциты (время 
экспозиции 120 с, амплитуда 80%). 
Fig. 3. Chromatogram of a peptide complex obtained by ultrasound 
treatment of donor leukocytes (exposure time 120 sec, amplitude 80%).



вать внутри- и внеклеточно [33]. AMП являются 
естественной частью иммунной системы всех 
высших организмов и  демонстрируют замеча-
тельную активность широкого спектра и высокую 

селективность в отношении бак-
териальных клеток по сравнению 
с клетками-хозяевами [34].  

У  человека экспрессируются 
различные типы антибактериаль-
ных пептидов, которые обладают 
также и  противовирусной актив-
ностью  [11]. Кроме того, эти пеп-
тиды могут действовать как хемо-
кины в  отношении моноцитов 
и Т-клеток [35], усиливая и изменяя 
адаптивные иммунные реакции, 
раскрывая непрямой противови-

русный механизм  [11]. АМП способны стимули-
ровать хемотаксическую активность, стимуляцию 
окислительного метаболизма в  фагоцитах, уве-
личение продукции белка в  фазе острого вос-
паления и стимуляцию клеток CD4+ и CD8+ [36]. 
Помимо прямых антимикробных функций, де-
фенсины обладают иммуномодулирующей функ-
цией и  участвуют во многих физиологических 
процессах [10, 35, 37]. Пептиды нейтрофилов че-
ловека, таким образом, являются эффекторными 
молекулами врождённого иммунитета. Антибак-
териальные пептиды человека, в основном, про-
дуцируются нейтрофилами, но сообщалось об их 
продукции и  другими лейкоцитами, такими как 
NK-клетки, B-клетки, T-клетки, моноциты и мак-
рофаги [35, 38, 39]. 

Синтез антибактериальных пептидов с исполь-
зованием химических и рекомбинантных подходов 
является сложной задачей [35], в связи с чем на се-
годняшний день актуальна их экстракция из лей-
коцитов донорской крови. 

Заключение 
Открытие антибиотиков стало крупным про-

рывом в современной медицине. Но широкое раз-
витие устойчивости многих патогенных микроорга-
низмов к  антибиотикам побуждает искать новые 
вещества с  антибактериальным действием. Среди 
таких веществ можно выделить АМП природного 
происхождения. В настоящей работе показано, что 
при деструкции лейкоцитов крови человека ульт-
развуком можно получить комплекс низкомолеку-
лярных пептидов лейкоцитарного происхождения, 
в  котором выделяется сложный пептид с  молеку-
лярной массой менее 6,5 кДа, который в перспективе 
может быть использован в производстве антибак-
териальных препаратов нового поколения. 

 
Дополнительная информация 
Конфлик интересов. Авторы заявляют об от-

сутствии конфликта интересов при подготовке 
данной статьи. 

Участие авторов. Волкова Л. В. — разработка 
технологии получения нового лейкоцитарного 
пептидного комплекса, предоставление опытного 

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2025, 70; 9–1018

Рис. 4. ИК-спектры аминогрупп с максимумом при 3422 и 3441 см–1. 
Fig. 4. IR spectra of amino groups with a maximum at 3422 and 3441 cm–1.

Рис. 5. ИК-спектры аминогрупп с максимумом при 
2934 см–1. 
Fig. 5. IR spectra of amino groups with a maximum at 
2934 cm–1.

Рис. 6. ИК-спектры аминогрупп с максимумом при 
1300–1200 см–1. 
Fig. 6. IR spectra of amino groups with a maximum at 
1300‒1200 cm–1.
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Таблица 2. Влияние условий воздействия ультразвука 
на результаты ИК-спектроскопии 
Table 2. Effect of ultrasound treatment conditions on IR 
spectroscopy results 
№ п/п                       Условия ИК-спектроскопии 
                          высота пика, нм     интенсивность, отн. ед 
1                                   549,7                                     0,3010 
2                                   624,9                                     0,3248 
3                                   842,9                                     0,1811 
4                                   914,3                                     0,1529 
5                                  1080,1                                    0,2374 
6                                  1122,6                                    0,2479 
7                                  1261,5                                    0,2134 
8                                  1300,0                                    0,2031 
9                                  1404,2                                    0,4726 
10                               1593,2                                    0,7949 
11                               2933,7                                    0,2299 
12                               2966,5                                    0,2408 
13                               3421,7                                    0,8508 
14                               3441,0                                    0,8507 
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