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В настоящей работе представлены данные по изучению антимикробного действия низкомолекулярного пептида, 
выделенного из клеток штамма Trichoderma cf. aureoviride Rifai ВКМF-4268D, против бактерий рода Listeria. 
Установлено, что минимальная подавляющая концентрация пептида, определенная методом диффузии в агар, для 
всех штаммов составляла 3–5 мг/л. По сравнительным данным, хлорамфеникол оказывал менее выраженное анти-
микробное воздействие на тест-штаммы бактерий по сравнению с изучаемым пептидом. Данные по исследованию 
механизма антимикробного действия пептида показали его способность стимулировать дыхательную активность, 
снижать мембранный потенциал целых клеток листерий и инициировать выход из них АТФ.
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This study presents data on the antimicrobial action of a low-molecular-weight peptide isolated from Trichoderma cf. aureoviride 
Rifai strain ВКМF-4268D, against bacteria of Listeria spp. It was found that the minimum inhibitory concentration of the peptide, 
determined by diffusion into agar, for all strains was 3–5 mg/L. According to comparative data, chloramphenicol had a less 
pronounced antimicrobial effect on the tested bacteria, compared with the studied peptide. Mechanism of the peptide 
antimicrobial action was estimated by its ability to stimulate the cell respiratory activity, to reduce the membrane potential of 
whole Listeria cells, and to initiate the release of ATP from the bacterial cells.
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Effect of the low molecular weight peptide isolated from Trichoderma cf. aureoviride Rifai strain ВКМF-4268D on Listeria spp.

А
нтимикробные пептиды (АМП) являются важнейшими 

компонентами антибактериальной защиты организмов 

практически всех таксонов живых организмов – бактерий, 

грибов, растений, амфибий, насекомых, птиц и животных 

[1–6]. Исследуемый в данной работе низкомолекулярный 

АМП был получен ранее при культивировании грибного 

штамма Trichoderma cf. аureoviride Rifai ВКМF-4268D. Пептид 

с молекулярной массой 1147 kD ([M + H], 1147.8011, 

C56H99N12O13) состоит из 11 аминокислотных остатков в 

последовательности: (ацетил-валин)-глицин-лейцин-

аминоизобутират-пролин-глицин-лейцин-аминоизобутират-

лейцин-пролин-лейцин-ОН [7]. Данный пептид проявлял 

антимикробную активность против грамположительных бак-

терий Staphylococcus еpidermidis и Bacillus subtilis, а также 

аскомицетовых дрожжевых грибов Yarrowia lipolytica, относя-

щихся к порядку Saccharomycetales. Было показано, что 

механизм антимикробного действия обусловлен деэнерги-

зацией цитоплазматической мембраны бактерий или вну-

тренней мембраны митохондрий дрожжей [7].

Бактерии рода Listeria широко распространены в природе, 

часто контаминируют пищевые продукты животного и рас-

тительного происхождения, могут быть выделены от живот-

ных и людей. В настоящее время к роду Listeria отнесены 

21 видов и 6 подвидов бактерий [8–10]. Листерии – палочки 

правильной формы, не образующие споры и капсулы. По 

Граму они окрашиваются в синий цвет. Живут листерии как 

в присутствии кислорода, так и без него, поэтому их относят 

к факультативным анаэробам. В состав клеток бактерий 

входят соматические и жгутиковые антигены, которые по-

могают им противостоять иммунитету организма-хозяина. 

Листерии способны ферментировать глюкозу и образовы-

вать цитохромы, что помогает им получать необходимую для 

жизни энергию. При неблагоприятных условиях они приоб-

ретают L-форму, т.е. частично или полностью лишаются 

клеточной стенки, но продолжают развиваться. Это обеспе-

чивает бактериям возможность долго находиться в клетках 

макроорганизма, а также уклоняться от воздействия анти-

биотиков [11].

Два вида листерий, L. monocytogenes и L. ivanovii, явля-

ются патогенными, представляющими высокий риск раз-

вития опасной инфекции у человека и животных при попа-

дании в макроорганизм с пищей. Определены факторы, 

позволяющие L. monocytogenes вызывать инфекционный 

процесс. К основным из них относятся эндотоксины, листе-

риолизин и фосфатидилинозитол, которые растворяют 

мембрану эукариотической клетки, обеспечивая проникно-

вение листерий внутрь нее, повреждают мембраны фаголи-

зосом, защищающих эукариотическую клетку от чужерод-

ных веществ, а также обеспечивают защиту бактерий от 

действия иммунитета организма-хозяина [10]. У непатоген-

ных видов листерий факторы патогенности не выявлены. 

Такие бактерии могут быть использованы в качестве мо-

дельных микроорганизмов для оценки эффективности ан-

тимикробных соединений.

Данная работа посвящена исследованию механизма ан-

тимикробного действия низкомолекулярного пептида, вы-

деленного из штамма T. cf. аureoviride Rifai ВКМF-4268D, на 

клетки бактерий рода Listeria: определению минимальной 

подавляющей концентрации (МПК) пептида для штаммов 

четырех видов непатогенных листерий методом диффузии в 

агар; изучению влияния данного антимикробного вещества 

на дыхательную активность и мембранный потенциал натив-

ных, целых клеток Listeria spp.; оценке способности пептида 

инициировать выход АТФ из клеток листерий.

Материалы и методы

Штаммы

В работе использованы штаммы L. grayi MKM-1 (выделен 

из мясокостной муки в 2010 г.), L. innocua M-4 (выделен от 

мыши в 2010 г.), L. seeligeri ATCC 35967 (выделен из почвы 

в 2001 г.) и L. welshimeri Bel-19 (выделен из мясных полуфа-

брикатов в 2020 г.), полученные из Государственной коллек-

ции патогенных микроорганизмов «ГКПМ-Оболенск» (номе-

ра доступа соответственно B-7384, B-6643, B-7767 и B-4799). 

Антимикробный пептид

Пептид C56H99N12O13 выделен из грибного штамма 

T. cf. аureoviride Rifai ВКМF-4268D и охарактеризован ранее 

как низкомолекулярный пептид с молекулярной массой 

1147 kD [7].

Определение антимикробной активности пептида

Чувствительность бактерий к изучаемому пептиду опре-

деляли диско-диффузионным методом с использованием 

питательного агара Muller Hinton (МН, HiMedia, Индия) и 

стандартных бумажных дисков (НИЦФ, Россия).

Изучение механизма антимикробного действия пеп-

тида осуществляли по влиянию пептида на мембранный 

потенциал целых клеток Listeria spp. и по его способности 

инициировать выход АТФ из нативных клеток листерий. 

Трансмембранный потенциал измеряли на двухлучевом 

флуоресцентном спектрофотометре Hitachi 850 (Hitachi, 

Япония) с помощью потенциал-зависимого флуоресцентно-

го красителя [DiSC3(5)], 3,3`-дипропилтиодикарбонил-циа-

ниндиодида (3,3′-Dipropylthiadicarbocyanineiodide), регистри-

руя его энергозависимый транспорт [12]. Для определения 

количества внеклеточного АТФ, выходящего из клеток ли-

стерий, бактерии инкубировали с препаратом пептида в 

концентрации 5, 10 и 15 мг/л, промывали при 5000 g в тече-

ние 10 мин и ресуспендировали в дистиллированной воде. 

Инкубационная смесь содержала 1,4 мл 50 мМ цитрат-фос-

фатного буфера (рН 6,5) и 0,05–0,1 мл клеточной суспензии. 

Реакцию начинали добавлением раствора пептида. Через 

10-минутные промежутки времени отбирали образцы объе-

мом 0,05 мл, разводили до 2,5 мл в 50 мм Трис-HCl буфере 

(рН 7,8, 5 мМ MgSO4, 0,5 мМ ЭДТА и 0,5 мМ дитиотрейэто-

ла). Люминесценцию измеряли на люминометре 1250 (LKB, 

Швеция) в присутствии люциферина-люциферазы (Serva, 

Германия) [13]. Для калибровки прибора использовали стан-

дартные растворы АТФ. Все измерения повторяли трижды.

Результаты исследования и их обсуждение

Антимикробная активность пептида

Методом диффузии в агар определена МПК пептида, вы-

деленного из штамма T. cf. аureoviride Rifai ВКМF-4268D, 

против тест-штаммов грамположительных бактерий рода 

Listeria, которая составила для всех штаммов 3 мг/л. 

Ширина зоны задержки роста газона бактериальных куль-
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тур составила при этом 4–6 мм. Повышение концентрации 

пептида в лунке до 20 и 30 мг/л приводило к увеличению 

ширины зоны задержки роста до 20–23 мм (таблица). 

Препарат сравнения – антибиотик хлорамфеникол – в этих 

же условиях оказывал менее выраженное воздействие на 

тестируемые бактерии по сравнению с пептидом (данные 

не приводятся).

Изменения мембранного потенциала клеток листерий 

под воздействием изучаемого пептида

На основании того, что механизм антимикробного дей-

ствия пептидов может быть связан как с инактивацией бак-

терий без существенного повреждения их мембран (напри-

мер, бактенецинов и аципенсинов) [14, 15], так и с быстрым 

нарушением структурной целостности бактериальных мем-

бран (например, протегринов) [16], в данной работе исполь-

зован метод измерения мембранного потенциала клеток 

листерий под воздействием изучаемого пептида. Показано, 

что добавление в среду измерения, содержащую флуо-

рофор DiSC3, клеток листерий приводило к уменьшению 

флуоресценции, что обусловлено энергозависимым транс-

портом красителя в клетки. Последующее добавление к су-

спензии клеток пептида приводило к восстановлению флуо-

ресценции до первоначального уровня из-за выхода DiSC3(5) 

из клеток по причине падения мембранного потенциала. 

Аналогичное, но более эффективное действие на мембран-

ный потенциал оказывал препарат FCCP (Carbonyl cyanide-

p-trifluoromethoxyphenylhydrazone, трифторметоксифенилги-

дразон), классический разобщитель окислительного фосфо-

рилирования (рис. 1).

Индукция пептидом выхода АТФ из клеток листерий

Оценка уровня выхода АТФ из клеток листерий в присут-

ствии изучаемого АМП показала, что пептид активно инду-

цирует этот процесс. Скорость утечки АТФ зависела от кон-

центрации пептида. В присутствии пептида в концентрации 

15 мг/л максимум выхода АТФ наблюдался после 30 мин 

инкубации; при снижении концентрации пептида до 10 или 

5 мг/л процесс выхода АТФ тормозился, а время максималь-

ного выхода АТФ увеличивалось до 60 мин и более.

Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что 

пептид, выделенный из клеток грибного штамма T. cf. аureoviride 

Rifai ВКМF-4268D, способен образовывать поры в цитоплазма-

тической мембране листерий, через которые происходит выход 

различных метаболитов, в том числе АТФ (рис. 2).

Изменение скорости потребления кислорода клетка-

ми листерий

Экспериментально показано, что внесение в среду инку-

бирования изучаемого АМП увеличивало скорость потре-

бления кислорода интактными клетками листерий (рис. 3).

На рис. 3 показано, что внесение в среду инкубирования 

изучаемого АМП (кривая 1) увеличивает скорость потребле-

ния кислорода интактными клетками листерий. Аналогичный 

эффект проявляет FССР – классический разобщитель окис-

Таблица. Антимикробная активность пептида против штаммов 

Listeria spp.

Table. Antimicrobial activity of the peptide against Listeria spp.

Штамм / Strain Концентрация пептида, мг/л / 
Peptide concentration, mg/l

Ширина зоны задержки роста культуры, мм / 
Width of crop growth inhibition zone, mm

30 20 10 5 3 0

L. grayi MKM-1 21 ± 1 20 ± 1 15 ± 0,5 8 ± 0,3 4 ± 0,1 0

L. innocua M-2 22 ± 1 20 ± 1 18 ± 1 7 ± 0,3 4 ± 0,1 0

L. seeligeri ATCC 35967 23 ± 2 22 ± 1 19 ± 1 17 ± 0,7 6 ±0,2 0

L. welshimeri Bel-19 23 ± 2 23 ± 2 20 ± 1 12 ± 0,4 6 ± 0,2 0

Рис. 1. Влияние изучаемого пептида и разобщителя FCCP на 

мембранный потенциал клеток L. grayi MKM-1 (концентрация 

1,2 мг/мл): 1 – пептид, 10 мкг; 2 – FССР, 5 мкМ; 5 DiSC3.

Fig. 1. Effect of the studied peptide and FCCP uncoupler on 
the membrane potential of L. grayi MKM-1 cells (concentration 
1.2 mg/ml): 1 – peptide, 10 μg; 2 – FCCP, 5 μM; 5 DiSC3.

Рис. 2. Изменение внеклеточного уровня АТФ при инкубации 

клеток штамма L. grayi MKM-1 (1,2 мг/мл) в присутствии пепти-

да: 1 – без пептида; 2 – пептид 5 мг/л; 3 – пептид 10 мг/л); 4 – 

пептид 15 мг/л.

Fig. 2. Changes in the extracellular level of ATP during incubation of 
cells of the L. grayi strain MKM-1 (1.2 mg/ml) in the presence of a 
peptide: 1 – without peptide; 2 – peptide 5 mg/l; 3 – peptide 10 mg/l); 
4 – peptide 15 mg/l.
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Рис. 3. Влияние изучаемого антимикробного пептида и разоб-

щителя FССР на потребление кислорода клетками штамма 

L. grayi MKM-1 (1,2 мг/мл). Цифрами на кривых указана актив-

ность потребления кислорода (нмоль О2/мин/мг сухих клеток): 

1 – пептид 10 мкг; 2 – FССР 5 мкМ.

Fig. 3. Effect of the studied antimicrobial peptide and FCCP 
uncoupler on oxygen consumption by cells of the L. grayi strain 
MKM-1 (1.2 mg/ml). The numbers on the curves indicate the activity 
of oxygen consumption (nmol O2/min/mg dry cells): 1 – peptide 
10 μg; 2 FCCP 5 μM.
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лительного фосфорилирования (кривая 2). Эти данные ак-

тивно согласуются с описанными выше результатами по 

снижению мембранного потенциала нативных клеток листе-

рий (рис. 1), что объясняется разобщающим действием мо-

лекул изучаемого АМП на окислительное фосфорилирова-

ние бактериальной клетки.

Классические механизмы действия АМП рассматриваются 

как результат их взаимодействия с мембраной бактериаль-

ной клетки. К настоящему времени механизм действия мно-

гих АМП в значительной степени остается неизученным, хотя 

предложено несколько моделей, основанных на предположе-

нии о решающей роли анионных фосфолипидов и фосфат-

ных групп липополисахаридов в качестве первичной мишени, 

опознаваемой и акцептирующей АМП у грамотрицательных 

бактерий и кислых полисахаридов, тейхоевых кислот и липо-

тейхоевых кислот у грамположительных бактерий [17]. 

Показано, что АМП, взаимодействующие с клеточными мем-

бранами, могут проявлять антимикробную активность на 

мембранном уровне или внутриклеточно, благодаря проник-

новению внутрь бактериальных клеток. Взаимодействие АМП 

с мембраной бактериальной клетки чаще всего приводит к 

дестабилизации мембраны путем образования переходных 

нерегулируемых ионных каналов, повышению ее проницае-

мости и «растворению». В результате повышенной проница-

емости питательные вещества и электролиты вытекают из 

клетки наружу, что приводит к ее гибели.

Представленные в данной работе результаты указывают 

на то, что механизм антимикробного действия низкомолеку-

лярного пептида, выделенного нами ранее из грибного штам-

ма T. cf. аureoviride Rifai ВКМF-4268D, обусловлен нарушени-

ем проницаемости мембраны бактерий и снижением мем-

бранного потенциал клеток. Необходимо отметить, что меха-

низмы антимикробного действия пептидов могут заметно 

различаться – одни пептиды инактивируют бактерии без су-

щественного повреждения их мембран, а другие, как показа-

но в данной работе, напротив, вызывают быстрое нарушение 

структурной целостности бактериальных мембран. 

Представленные данные показывают, что антимикробная 

активность изучаемого пептида проявляется несколькими 

способами, включая способность активировать дыхание, сни-

жать мембранный потенциал целых клеток бактерий и иници-

ировать выход АТФ из нативных клеток листерий.

Таким образом, многофункциональные свойства пептида 

позволяют предположить невозможность или трудность раз-

вития резистентности микроорганизмов к данному препарату 

при его использовании. Дальнейшие наши исследования будут 

направлены на характеристику представленного АМП в каче-

стве терапевтического средства для лечения инфекций, вы-

званных мультирезистентными бактериальными патогенами.
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Н о в о с т и  н а у к и

Половые различия в симптомах и исходах болезни Лайма

Биологический пол следует включать в качестве важной перемен-

ной в клинические исследования для выявления различий в резуль-

татах между мужчинами и женщинами. 

Чтобы оценить различия по признаку пола у пациентов с болезнью 

Лайма, у которых был клинически диагностирован диагноз и которые 

оставались больными в течение шести или более месяцев после 

лечения антибиотиками, были проанализированы клинические дан-

ные от 2170 пациентов из реестра пациентов MyLymeData. Также 

рассмотрены предыдущие исследования болезни Лайма для распре-

деления пациентов по биологическому полу в зависимости от стадии 

заболевания, источника данных и определения заболевания, исполь-

зуемого в качестве критериев включения.

Установлено, что женщины сообщили о большем количестве коинфекций, передаваемых клещами, о худших симптомах, 

более длительных задержках в диагностике, большем количестве ошибочных диагнозов и более серьезных функциональ-

ных нарушениях, чем мужчины. Никаких различий в ответе на лечение антибиотиками или побочных эффектах не наблю-

далось. Выявлен меньший процент женщин в исследованиях острой болезни Лайма и больший процент женщин в исследо-

ваниях хронических заболеваний. В выборках из клинической практики был более высокий процент женщин, чем в рандо-

мизированных контролируемых исследованиях и исследованиях болезни Лайма после лечения.

Вывод: Биологический пол должен быть интегрирован в исследования болезни Лайма как отдельная переменная. 

Будущие исследования болезни Лайма должны включать данные с разбивкой по полу, чтобы пролить свет на различия, 

которые могут существовать между мужчинами и женщинами с персистирующим заболеванием. 

Johnson L, Shapiro M, Janicki S, Mankoff J, Stricker RB.

Does Biological Sex Matter in Lyme Disease? The Need for Sex-Disaggregated Data in Persistent Illness.

Int J Gen Med. 2023 Jun 17;16:2557-2571. DOI: 10.2147/IJGM.S406466


