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Разработана методика выделения эндогенных антимикробных пептидов (АМП). В качестве сырья для получения 
эндогенных АМП использовали лейкоцитарно-эритроцитарно-тромбоцитарную массу крови доноров. Использовали 
ферментативный гидролиз исходного сырья, пропускание через разделительную колонку с Сефадексом G-25 
и последующей стерилизующей фильтрацией полученной субстанции через мелкопористые фильтры с диаме-
тром пор 0,2 мкм. Выделение АМП проводили методом высокоэффективной жидкостной хроматографии на разде-
лительной колонке с трехкратным использованием Сефадекса G-25. АМП инкапсулированы в кремнийорганические 
ниосомы. 
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Isolation of endogenous antimicrobial peptides 
and encapsulation them into organosilicon niosomes
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A technique for isolating of endogenous antimicrobial peptides (AMP) has been developed. Leukocyte-erythrocyte-platelet 
blood mass of donors was used as raw material for preparing endogenous AMP. Enzymatic hydrolysis was used, passing 
through the Sephadex separation column G-25 followed by sterilizing filtration of the obtained substance through fine pore 
filters having a pore diameter of 0.2 μm. The separation of antimicrobial peptides was carried out by high performance liquid 
chromatography on the separation column using Sephadex G-25 three times. The AMP are encapsulated in organosilicon 
niosomes.
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В настоящее время в медицине большое внимание уде-
ляется веществам, воздействующим на антибиотико-

устойчивую микрофлору. Одной из групп таких веществ 
являются антимикробные пептиды (АМП) – низкомолекуляр-
ные полимеры аминокислот, имеющие катионную или амфи-
патическую природу. Они синтезируются в организме боль-
шинства эукариот в ответ на внедрение чужеродных микро-
организмов. К ним относятся дефензины, которые имеют 
большие перспективы применения в качестве антимикроб-
ных препаратов, так как характеризуются высокой проти-
вомикробной активностью, безопасностью и отсутствием 

формирования с течением времени резистентности [1, 2]. 
Известно, что АМП являются одними из ключевых молекул 
врожденного иммунитета и обеспечивают противоинфекци-
онную защиту организма. Кроме антимикробного действия, 
АМП проявляют широкий спектр других биологических 
эффектов, что дает основание причислить их к биомодуля-
торным соединениям. АМП участвуют в процессах раноза-
живления, способны связывать эндотоксины и проявлять 
противоопухолевое действие. В этой связи АМП являются 
перспективными молекулами-прототипами для создания 
новых лекарственных препаратов. Однако основным их 
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недостатком является высокая стоимость рекомбинантного 
синтеза АМП для полномасштабного производства конечно-
го продукта.

Встречающиеся в природе пептиды часто не подходят для 
использования в качестве терапевтических средств, так как 
имеют ряд недостатков, включая химическую и физическую 
нестабильность, а также короткий период полураспада в 
циркулирующей плазме крови. Некоторые из этих недостат-
ков могут быть успешно устранены с помощью методов 
традиционной конструкции и ряда других разрабатываемых 
в настоящее время технологий. Предварительно нами раз-
работаны методики инкапсулирования лекарственных ве-
ществ в кремнийорганические ниосомы [3–6].

Ранее нами был получен гель, содержащий рекомбинант-
ные синтетические дефензины HNP-1 и HBD-1, инкапсули-
рованные в кремнийорганические наноконтейнеры [7]. Пер-
спек тивным является использование комбинации эндоген-
ных АМП и низкомолекулярных регуляторных пептидов, 
участвующих в процессе регенерации. Так, одним из первых 
препаратов на основе низкомолекулярных пептидов, раз-
решенных к применению FDA в США, был Becaplermin 
(Regranex®; Ortho-McNeil Pharmaceutical, Raritan, США), тром-
боцитарный фактор роста (PDGF-BB), способный уменьшать 
время заживления раны. Аналоги кожи (LSE) – еще один 
класс усовершенствованных препаратов для лечения ран. 
В настоящее время два препарата одобрены и применяются 
для лечения диабетической язвы стопы. Это комплексный 
трансплантат, содержащий как эпидермальные, так и дер-
мальные компоненты – Apligraf (Organogenesis Inc., США), и 
трансплантат, содержащий эндогенные белки и цитокины 
дермальной матрицы – Dermagraft (Organogenesis Inc., США). 
Для улучшения ангиогенеза эффективен Angipars, Regranex® 
(Smith & Nephew plc., Великобритания), биоактивный гель, 
содержащий фактор роста тромбоцитов (PDGF). 

Целью нашего исследования явилось изучение возмож-
ности выделения эндогенных АМП из лейкоцитарно-эрит ро-
цитарно-тромбоцитарной массы крови доноров и инкапсулиро-
вание их в кремнийорганические ниосомы для дальнейшего 
изучения антимикробной активности при ранозаживлении, 
осложненном антибиотикоустойчивыми микроорганизмами.

Материалы и методы

В качестве сырья для получения эндогенных АМП исполь-
зовали лейкоцитарно-тромбоцитарную массу крови доноров. 
Отобранная для переработки лейкоцитарно-тромбо ци тарная 
масса проходила вирусологический контроль (на отсутствие 
HBS-антител к вирусу гепатита В, антител к вирусу гепатита 
С и ВИЧ), рН (6,81 ± 0,23), содержание аминного азота 
(249,90 ± 36,35) мг%. Гидролизат получали ферментативным 
гидролизом с использованием 10 мл стерильного раствора 
трипсина (ООО «БиолоТ», г. Санкт-Петербург, Россия) на 

100 мл гидролизуемой смеси в течение 1 ч в растворе фос-
фатного буфера рН 7,4. Гидролизат осветляли раствором 
перекиси водорода с конечной концентрацией 0,6%. Полу-
ченный гидролизат пропускали через разделительную 
колон ку, на дне которой находится мелкопористый фильтр 
с диаметром пор 0,2 мкм и 30 г Сефадекса G-25. Первую 
фракцию удаляли. Через набухший гель пропускали раствор 
фосфатного буфера рН 7,4. Отбирали пробу с максималь-
ным содержанием антибактериальных пептидов массой 
3–5 кДа. Для определения максимальной концентрации 
АМП в полученных образцах использовали метод высоко-
эффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на хро-
матографе «Люмахром» (Россия) при λ = 214 нм. В качестве 
подвижной фазы использовали фосфатный буфер рН 7,4. 
Скорость подачи подвижной фазы – 150 мм3/мин. Для по-
строения калибровочной кривой использовали стандарт де-
фензина-альфа 1 из наборов Cloud-Clone Corp. (США) [8, 9]. 

В дальнейшем инкапсулировали АМП в кремнийорганиче-
ские ниосомы и получали ниосомальный гель для изучения 
его антимикробной активности при ранозаживлении диабе-
тических язв, вызванных антибиотикоустойчивыми микро-
организмами. В полученный раствор АМП поэтапно добавля-
ли 100 мл ПЭГ-12 диметикона и 400 мл воды. Полу чение нио-
сом и инкапсулирование в АМП проводили при комнатной 
температуре и интенсивном механическом перемешивании 
на шейкере в течение 5–10 мин. Для формирования ниосом 
более мелких размеров смесь интенсивно перемешивали 
с использованием гомогенизатора APV (Германия). Для фор-
мирования ниосом размерами 80–100 нм ранее полученную 
дисперсию ниосом с инкапсулирован ными дефензинами 
поме щали в сосуд для ультразвуковой обработки. Исполь-
зовали следующий режим озвучивания: часто та – 20 кГц, 
мощность – 200 Вт; время экспозиции – 15 мин. Для сохране-
ния физико-химических характеристик ниосом использовали 
50 мл гелеобразователя Covacryl MV 60 в жидком виде, кото-
рый образовывал трехмерную объемную «сетку» при добав-
лении 20 мл триэтаноламина. Общий объем геля доводился 
до 1000 мл очищенной водой [10, 11]. 

Результаты и обсуждение

На рисунке 1 представлен калибровочный график концен-
траций АМП (дефензин-альфа 1), где по оси абсцисс указа-
на концентрация АМП, а по оси ординат – площадь пика. 
Полученную фракцию еще раз стерилизовали фильтрацией 
через мелкопористые фильтры с диаметром пор 0,2 мкм. 
На рисунке 2 представлена хроматограмма фракции АМП, 
полученная без использования разделительной колонки. 
По оси абсцисс указано время измерения в минутах, а по оси 
ординат – оптическая плотность (mAU). Помимо дефензина 
альфа, и другие виды дефензинов в остаточном количестве 
отражены в таблице 1, где пик 1 – фракция дефензина 

Таблица 1. Данные в остаточном количестве: пик 1 – фракции дефензина альфа, 2, 3, 4 – фракции других дефензинов 

Пик Время (мин) Компонент Концентрация (мкг/мл) Высота Площадь Полуширина
1 2,52

Дефензин альфа 1

13,503 288,288 16,907
2 3,27

0,038
3,748 74,265 18,617

3 3,82 0,816 26,851 21,490
4 5,61 1,976 30,067 14,199
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альфа, а 2, 3, 4 – фракции других дефензинов в остаточном 
количестве. В дальнейшем полученные пептиды подвергали 
лиофильному высушиванию. На рисунке 3 представлена 
хроматограмма фракции АМП после промывки, регенера-
ции и высушивания при использовании разделительной ко-
лонки без дополнительной замены Сефадекса G-25. По оси 
абсцисс указано время измерения в минутах, по оси орди-
нат – оптическая плотность. В таблице 2 отображены дан-
ные хроматограммы после промывки. 

Из представленных результатов видно, что использова-
ние в качестве исходного сырья лейкоцитарно-эритроцитарно-
тромбоцитарной массы крови доноров и разделительной 
колонки с Сефадексом G-25 позволило оптимизировать тех-
нологию выделения наиболее полной фракции естествен-
ных низкомолекулярных пептидов, содержащих АМП для 
повышения их биологической ценности и дальнейшего соз-
дания фармацевтических композиций. 

Способ обеспечивал получение 200 мл фракции, содержа-
щей антимикробные пептиды с концентрацией 0,335 мкг/мл. 
Применение указанного способа позволяло несколько раз 
использовать Сефадекс G-25 после промывки, регенерации 
и высушивания, что в перспективе будет значительно сни-
жать стоимость фармацевтических композиций с содержа-
нием выделенных природных АМП.

Заключение 

Таким образом, получен способ выделения природных 
антимикробных пептидов, содержащий ферментативный 
гидролиз исходного сырья, пропускание через разделитель-
ную колонку с Сефадексом G-25 и последующей стерили-
зующей фильтрацией полученной субстанции через мелко-
пористые фильтры с диаметром пор 0,2 мкм, отличающийся 
тем, что в качестве исходного сырья использовали лейко ци-
тарно-эритроцитарно-тромбоцитарную массу крови доноров, 
которую предварительно подвергали гемолизу трипсином, 
а выделение антимикробных пептидов проводили методом 
жидкостной хроматографии на разделительной колонке 
с трехкратным использованием Сефадекса G-25. В после-
дующем АМП инкапсулированы в кремнийорганические 
ниосо мы по ранее разработанной методике [9, 10, 11]. 
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