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В статье получены данные по оптимизации способа получения фракций водорастворимых пептидов 
методом холодной экстракции из биомассы личинок Musca domestica, разделению их с использованием диализ-
ных мембран размером менее 3,5 кДа, 3,5-7кДа, 7-14 кДа, более 14 кДа с последующим исследованием методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии. Установлено время удерживания и хроматографический 
выход, содержание белка, антимикробные свойства, острая токсичность белковой фракции 2 (БФ2), являю-
щейся фракцией выделенной при использовании мембран 3,5 - 7 кДа. Следовательно, данная фракция имеет 
массу белков в интервале от 3,5 кДа до 7 кДа. Получены результаты антимикробной активности анализи-
руемой белковой фракции 2 к следующим штаммам: B. cereus 8035, E. aerogenes ATCC-13048, E. coli Мордовия 
21. Выявлено, что белковая фракция 2 в концентрации 10 мг/мл, 5 мг/мл, 2.5 мг/мл обладала антимикробной 
активностью по отношению к E. aerogenes ATCC-13048, E. coli Мордовия 21. Проведена оценка острой токсич-
ности данной фракции на лабораторных мышах при однократном внутрижелудочном и парентеральном 
введении. Среднесмертельную дозу при внутрижелудочном и парентеральном введении для 20% раствора 
белковой фракции 2 установить не удалось, так как максимально возможные дозы для данных типов введе-
ния не привели к гибели ни одного животного. Установлено, что 20% раствор белковой фракции 2 относится 
к 4 классу опасности (вещества малоопасные) согласно общепринятой гигиенической классификации. 

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 22-26-00167, https://rscf.ru/
project/22-26-00167/

Введение 
Антимикробные пептиды (АМП), пред-

ставляющие собой молекулы, состоящие из 
10-100 аминокислот, продуцируются всеми жи-
выми организмами и играют важную роль во 
врожденном иммунитете [1, 2]. Они обладают 
широким спектром активности в отношении 
грамотрицательных и грамположительных бак-
терий, грибов и некоторых вирусов [3]. Помимо 
этого, имеются сведения, что они также могут 

оказывать цитотоксическое действие в отноше-
нии раковых клеток [4]. 

Актуальность данного исследования об-
условлена тем, что антимикробные пептиды 
имеют большой потенциал в качестве противо-
микробных агентов с новыми механизмами 
действия и могут быть востребованы в медици-
не и ветеринарии.

Материалы и методы исследований
Целью исследования являлась оптимиза-
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ция способа получения водорастворимых пеп-
тидов, обладающих антимикробной активно-
стью, для дальнейшего масштабирования про-
цесса, направленного на разработку препаратов 
на их основе. Для выделения водорастворимых 
пептидов из биомассы личинок M. domestica
использовали метод холодной экстракции, для 
этого проводили гомогенизацию биомассы ли-
чинок. Фракции, полученные данным способом, 
разделяли методом диализа, используя диализ-
ные мембраны менее 3,5 кДа, 3,5-7кДа, 7-14 
кДа, более 14 кДа. Таким образом, было полу-
чено 4 образца, которые затем исследовали 
методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии (ВЭЖХ). В данной статье представ-
лены хроматограммы образца 2, полученного в 
результате диализа через диализную мембрану 
3,5-7 кДа. Хроматографический анализ проводи-
ли на высокоэффективном жидкостном хрома-
тографе Стайер Аквилон с использованием хро-
матографической колонки Phenomenex BioSep-
SEC-S-2000, длина волны 214 нм и скорости по-
тока 0,5 мл/мин, при использовании в качестве 
элюента – воды, при этом наблюдали один пик 
со временем удерживания 5-6 мин. При исполь-
зовании в качестве элюента фосфатно-солево-
го буфера (ФСБ) установлено два пика. Раствор 
ФСБ готовили следующим образом: 8,00 г NaCl, 
0,20 г KCl, 1,44 г Na2HPO4; 0,24 г KH2PO4 раство-
ряли в 800 мл дистиллированной воды и дово-
дили pH до 7,4 соляной кислотой или гидрокси-
дом натрия, далее доводили водой до общего 
объема 1 литр. 

Концентрацию белка полученных фрак-
ций определяли методом Лоури на спектрофо-
тометре «ShimadzuUV-1280» при длине волны 
450 нм [5].

Антимикробную активность белковой 
фракции 2 определяли методом диффузии пре-
парата в агар, руководствуясь методическими 
указаниями ОФС.1.2.4.0010.15 Определение ан-
тимикробной активности антибиотиков [6]. В ис-
следовании использовали следующие культуры 
микроорганизмов: B. cereus 8035 предоставлена 
Ульяновской ГСХА, E. aerogenes ATCC-13048 по-

лучена из государственной коллекции патоген-
ных бактерий ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспо-
требнадзора, E. coli Мордовия 21 предоставлена 
ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН.

Для оценки общетоксического действия 
раствора белковой фракции 2 на лаборатор-
ных животных использовали «Методические 
указания по изучению общетоксического дей-
ствия фармакологических веществ» [7]. Оценку 
острой токсичности проводили на мышах при 
однократном внутрижелудочном и паренте-
ральном введении.

Результаты исследований
Для экстракции водорастворимых пепти-

дов из биомассы личинок M. domestica исполь-
зовали вышеуказанную методику. Для анализа 
полученных фракций применяли метод высо-
коэффективной жидкостной хроматографии, в 
качестве элюента использовали дистиллирован-
ную воду и фосфатно-солевой буфер.

Таким образом, в результате эксперимен-
та разделением на диализных мембранах были 
получены 4 белковые фракции, которые в даль-
нейшем были исследованы на антимикробную 
активность и установлено, что фракция пепти-
дов 2 с массой от 3,5 до 7 кДа является наиболее 
перспективной. При анализе методом ВЭЖХ с 
УФ детектором было установлено, что при ис-
пользовании в качестве элюента дистиллиро-
ванной воды наблюдался только один пик, а при 
использовании фосфатно-солевого буфера уста-
новлено два пика с близким временем удержи-
вания, что свидетельствует о наличии в данной 
фракции как минимум двух разных пептидов. 
Все хроматограммы записывались в трех по-
вторностях для достоверности исследования и 
исключения ошибок в анализе (табл. 1, Рис. 1-4).

Для определения антимикробной актив-
ности белковой фракции 2 (Рис. 5-7) по отно-
шению к штаммам B. cereus 8035, E. aerogenes
ATCC-13048, E. coli Мордовия 21 применяли ме-
тод диффузии в агар. По результатам исследова-
ний белковая фракция 2 обладала выраженной 
антибактериальной активностью по отноше-
нию к грамотрицательным микроорганизмам, 

Таблица 1 
Хроматографический выход фракций водорастворимых пептидов при использовании в качестве 

элюента фосфатно-солевого буфера

Показатель
Фракции водорастворимых пептидов

Образец 1 Образец 2 Образец 3 Среднее
Пик 1 Пик 2 Пик 1 Пик 2 Пик 1 Пик 2 Пик 1 Пик 2

Площадь 142,86 120,27 142,16 116,85 128,75 103,03 137,92+/-9 113,38+/-10,33
Процент,% 54 46 55 45 56 44 55+/-1,13 45+/-1,13
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в концентрации 10мг/мл, 5 мг/мл, 2.5мг/мл -по 
отношению к E. aerogenes ATCC-13048, E. coli
Мордовия 21, при этом наиболее эффективной 
концентрацией по отношению к E. aerogenes 
ATCC-13048 была 10 мг/мл, при этом отмечали 
максимальную зону задержки роста бактерий. 
При оценке влияния белковой фракции 2 на 
рост B. cereus 8035 изначально было отмечено 
антимикробное действие, однако в дальней-
шем отмечали вторичный рост исследуемого 
микроорганизма (Рис. 5-7, Табл. 2).

Острую токсичность белковой фракции 2 
определяли в экспериментах на лабораторных 
животных (Табл. 3). 

Для испытаний использовали 20% рас-
твор белковой фракции 2, выбор данной кон-
центрации был обусловлен тем, что изучаемая 
фракция обладала антимикробной активностью 
в концентрации менее 20%. Перед введением 
для получения 20% раствора навеску БФ2 мас-
сой 5 г помещали в аналитическую колбу объ-
емом 25 мл и доводили до метки физиологи-

ческим раствором, который затем вводили жи-
вотным в соответствующих объемах. Вводимая 
доза 0,2 мл для животных массой 20 г - 2000 мг/
кг, 0,5 мл - 5000 мг/кг и 0,7 мл - 7000 мг/кг. Сред-
несмертельную дозу при внутрижелудочном 
и парентеральном введении для 20% раствора 
белковой фракции 2 установить не удалось, так 
как максимально возможные дозы для данных 
типов введения не привели к гибели ни одного 
животного.

Таким образом, согласно общепринятой 

Рис. 1. - (Слева) Хроматограмма белковой 
фракции 2 с использованием в качестве элюен-
та дистиллированной воды. 

Рис.2. - (Справа) Хроматограмма белковой 
фракции 2 с использованием в качестве элюен-
та фосфатно-солевого буфера (Образец 2.1).

Таблица 2 
Зоны задержки роста микроорганизмов, 

мм
Концентра-

ция
B. cereus 

8035
E. aerogenes 
ATCC-13048

E. coli 
Мордовия 21

10 мг/мл 23* 26 23
5 мг/мл 17* 21 16

2.5 мг/мл - 16 14
1.25 мг/мл - - -

0.625 мг/мл - - -
*- Вторичный рост 
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Рис. 3. - (Слева) Хроматограмма белковой 
фракции 2 с использованием в качестве элюен-
та фосфатно-солевого буфера (Образец 2.2).

Рис. 4. - (Справа) Хроматограмма белковой 
фракции 2 с использованием в качестве элюента 
фосфатно-солевого буфера (Образец 2.3).

Рис. 5. - (Слева) Изучение антибактериаль-
ной активности белковой фракции 2 по отноше-
нию к E. aerogenes ATCC-13048. 

Рис. 6. - (Справа) Изучение антибактериаль-
ной активности белковой фракции 2 по отношению 
к E. coli Мордовия 21. 



139

ВЕ
СТ

НИ
К

Ул
ья

но
вс

ко
й 

го
су

да
рс

тв
ен

но
й

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

гигиенической классификации ГОСТ 
12.1.007-76, в результате проведенных 
исследований было выявлено, что 20% 
раствор белковой фракции 2 относится 
к 4 классу опасности (вещества мало-
опасные).

Обсуждение
Антимикробные пептиды явля-

ются важным звеном врождённого и 
приобретенного иммунитета макроор-
ганизма, их способны синтезировать 
практически все живые организмы. 
Вследствие эволюционного процесса 
снижения чувствительности микроор-
ганизмов к антимикробным средствам 
происходит адаптация патогенов к 
непрерывному контакту с антибиоти-
ками. Тенденция повсеместного не-
регламентированного использования 
антибиотиков приводит к селекции 
антибиотикорезистентных штаммов 
[1, 8- 10]. Таким образом, исследова-
ния новых перспективных антибакте-
риальных биологических агентов мо-
гут стать предпосылкой к разработке 
высокоэффективных антимикробных 
препаратов, способных прийти на сме-
ну традиционным антибактериальным 
препаратам [11].

Отличительной особенностью 
антимикробных пептидов от классиче-
ских антибиотиков является низкая ве-
роятность развития антибиотикорези-
стентности, кроме того АМП обладают 
противовоспалительными свойствами 
и противомикробной активностью по отноше-
нию к широкому спектру бактерий, грибов и ви-
русов, вызывая их гибель [12-15].

Проведенные нами исследования по-
зволили выявить антимикробную активность 
белковой фракции 2, полученной из биомассы 
личинок Musca domestica. Белковая фракция 2 
в концентрации 10мг/мл, 5 мг/мл, 2.5мг/мл об-
ладала антимикробной активностью по отноше-
нию к E. aerogenes ATCC-13048, E. coli Мордовия 
21. В результате изучения острой токсичности 
согласно общепринятой гигиенической класси-
фикации ГОСТ 12.1.007-76 было показано, что 
изучаемые БФ2 относятся к 4 классу опасности 
(вещества малоопасные). Примечательным яв-
ляется антимикробное действие анализируе-
мой белковой фракции по отношению к полево-
му штамму E. coli Мордовия 21. Следовательно, 
пептиды, выделенные из биомассы M. Domes-

ti ca, могут быть использованы для разработки 
антибактериальных препаратов эффективных, в 
том числе при заболеваниях, вызываемых дан-
ными этиологическими агентами. 

Рис. 7. - Изучение антибактериальной ак-
тивности белковой фракции 2 по отношению к 
B. cereus 8035.

Таблица 3
Дизайн опыта по проведению острой токсичности

Гр
уп

па Вид, пол 
животных

Кол-во 
живот-
ных в 

группе

Препарат 
(вариант 
опыта)

Доза, 
мг/кг

Объем 
раство-
ра для 

введения, 
мл/жи-
вотное

Режим введе-
ния

1

Мыши- 
самцы 
массой 
18-20 г

0
БФ2 (ис-

пытуемый 
препарат)

2000 0,18-0,2 в/б, одно-
кратно

2

Мыши- 
самцы 
массой 
18-20 г

0
БФ2 (ис-

пытуемый 
препарат)

5000 0,45-0,5 в/б, одно-
кратно

3

Мыши- 
самцы 
массой 
18-20 г

0
БФ2 (ис-

пытуемый 
препарат)

7000 0,63-0,7 в/б, одно-
кратно

4

Мыши- 
самцы 
массой 
18-20 г

0
Вода для 
инъекций
(контроль)

1 в/б, одно-
кратно

5

Мыши- 
самцы 
массой 
18-20 г

6
БФ2 (ис-

пытуемый 
препарат)

2000 0,18-0,2
Внутрижелу-
дочно, одно-

кратно

6

Мыши- 
самцы 
массой 
18-20 г

6
БФ2 (ис-

пытуемый 
препарат)

5000 0,45-0,5
Внутрижелу-
дочно, одно-

кратно

7

Мыши- 
самцы 
массой 
18-20 г

6

БФ2
(испытуе-
мый пре-

парат)

7000 0,63-0,7
Внутрижелу-
дочно, одно-

кратно

8

Мыши- 
самцы 
массой 
18-20 г

6
Вода для 
инъекций
(контроль)

1
Внутрижелу-
дочно, одно-

кратно
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Заключение
В результате проведенных нами исследо-

ваний был оптимизирован способ получения 
водорастворимых пептидов биомассы личинок 
Musca domestica. Изучена антимикробная актив-
ность выделенных белковых фракций, а именно 
белковая фракция 2 в концентрации 10мг/мл, 5 
мг/мл, 2.5мг/мл обладала антимикробной актив-
ностью по отношению к E. aerogenes ATCC-13048, 
E. coli Мордовия 21. Среднесмертельную дозу 
при внутрижелудочном и парентеральном вве-
дении для 20% раствора БФ2 установить не уда-
лось, так как максимально возможные дозы для 
данных типов введения не привели к гибели ни 
одного животного. Согласно общепринятой гиги-
енической классификации ГОСТ 12.1.007-76 была 
изучена острая токсичность 20% раствора анти-
микробных пептидов, установлено, что белковая 
фракция 2 относится к 4 классу опасности (веще-
ства малоопасные). 
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IMPROVEMENT OF THE METHOD OF OBTAINING WATER-SOLUBLE PEPTIDES ISOLATED FROM M. DOMESTICA AND 
STUDY OF THEIR PROPERTIES

Larionova O. S., Krylova L. S., Drevko Ya. B., Smirnova K. Yu.
FSBEI HE Saratov State Agrarian University

410012 Russia, Saratov, Teatralnaya sq. 1, +7-962-622-33-76, larionova1@mail.ru

Key words: water-soluble peptides, strains, antimicrobial activity, acute toxicity.
The article presents data on improvement of the method of obtaining fractions of water-soluble peptides by cold extraction from the biomass of Musca 

domestica larvae, their separation using dialysis membranes with sizes less than 3.5 kDa, 3.5-7 kDa, 7-14 kDa, more than 14 kDa, followed by a study by means 
of highly effective liquid chromatography. Retention time and chromatographic yield, protein content, antimicrobial properties, acute toxicity of 2 (BP2) protein 
fraction, which is the fraction isolated when using membranes of 3.5 - 7 kDa, were established. Therefore, this fraction has a mass of proteins in the range from 
3.5 kDa to 7 kDa. The results of the antimicrobial activity of the analyzed protein fraction 2 to the following strains were obtained: B. cereus 8035, E. aerogenes 
ATCC-13048, E. coli Mordovia 21. It was found that the protein fraction 2 at a concentration of 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2.5 mg /ml had antimicrobial activity 
against E. aerogenes ATCC-13048, E. coli Mordovia 21. Acute toxicity of this fraction was assessed on laboratory mice after a single intragastric and parenteral 
administration. The average lethal dose for intragastric and parenteral administration for 20% solution of protein fraction 2 could not be established, since 
the maximum possible doses for these types of administration did not lead to death of any animal. It was established that 20% solution of protein fraction 2 
belongs to the 4th hazard class (substances of low hazard) according to the generally accepted hygienic classification.
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