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1 
Аннотация. Актуальность и цели. Антибиотикорезистентность на сегодня принима-
ет все большее и большее значение как фактор применения того или иного антибак-
териального препарата в клинический практике. Широкое использование антибиоти-
ков в сельском хозяйстве и неразумное применение данных препаратов для лечения 
пациентов усиливает темпы приобретения устойчивости к популярным видам анти-
биотиков среди патогенных и условно-патогенных штаммов микроорганизмов, что 
обусловливает актуальность задачи поиска новых молекул, имеющих антибактери-
альный эффект. Одним из перспективных кандидатов на роль заменителя антибиоти-
ков, обладающих менее выраженными побочными действиями и оказывающих си-
стемное влияние на инфекцию, являются антимикробные пептиды. Целью данного 
исследования является изучение антибактериального эффекта фракций пептидов 
массой до 5 кДа, полученных из маточного молочка и трутневого расплода – попу-
лярных продуктов народной медицины. Материалы и методы. Изученные пептид-
ные фракции маточного молочка и трутневого расплода были получены с помощью 
методов ультрафильтрации, ионообменной хроматографии и гель-фильтрации. Оцен-
ка антибактериальной активности была проведена с помощью диско-диффузионного 
метода против штаммов S. aureus, E. coli, S. pyogenes, K. pneumoniae, P. mirabilis и  
E. cloacae и путем изучения влияния на общую дегидрогеназную и каталазную ак-
тивность штаммов E. coli и S. aureus. Результаты и выводы. Было показано, что изу-
ченные пептидные фракции не демонстрируют прямой антибактериальной активно-
сти в исследованных концентрациях, однако влияют на ферментативную активность 
бактерий, это доказывает, что в составе пептидов маточного молочка и трутневого 
расплода массой до 5 кДа есть молекулы, влияющие на внутриклеточные процессы 
микроорганизмов. 
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Abstract. Background. Today, antibiotic resistance is becoming more and more important 
as a factor in the use of one or another antibacterial drug in clinical practice. The wide-
spread use of antibiotics in agriculture and the unreasonable use of these drugs for the 
treatment of patients increases the rate of acquisition of resistance to popular types of anti-
biotics among pathogenic and opportunistic strains of microorganisms, which makes it ur-
gent to search for new molecules that have an antibacterial effect. One of the promising 
candidates for the role of a substitute for antibiotics, which have less pronounced side ef-
fects and have a systemic effect on the infection, are antimicrobial peptides. The aim of this 
research is to study the antibacterial effect of peptide fractions up to 5 kDa obtained from 
royal jelly and drone brood, popular products of traditional medicine. Materials and meth-
ods. The studied peptide fractions of royal jelly and drone brood were obtained using ultra-
filtration, ion-exchange chromatography and gel filtration methods. Antibacterial activity 
was assessed using the disk diffusion method against strains of S. aureus, E. coli, S. py-
ogenes, K. pneumoniae, P. mirabilis and E. cloacae and by studying the effect on the total 
dehydrogenase and catalase activity of strains of E. coli and S. aureus. Results and conclu-
sions. It was shown that the studied peptide fractions do not demonstrate direct antibacterial 
activity at the studied concentrations, however, they affect the enzymatic activity of bacte-
ria, which proves that the peptides of royal jelly and drone brood up to 5 kDa contain mole-
cules that affect the intracellular processes of microorganisms. 
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Введение 
Устойчивость патогенных штаммов микроорганизмов к антибиотикам 

на сегодня принимает угрожающий характер. Согласно прогнозу Всемирного 
банка без принятия комплексных решений на международном уровне про-
блемы, вызванные действием устойчивых к антибиотикам бактерий, приве-
дут к экономическим потерям в эквиваленте 4 % мирового годового валового 
внутреннего продукта и обеднению 28 млн человек [1]. Антибиотикорези-
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стентность влияет на жизнь человека не только напрямую, уменьшая степень 
защищенности от потенциальных или существующих инфекций, но и кос-
венно, уменьшая экономические и социальные возможности [2], так как 
большая часть от числа ежегодно применяемых антибиотиков приходится на 
сельское хозяйство. По оценкам, в 2017 г. на долю мясной промышленности 
приходится 73 % от потребленных антибиотиков в мире [3], и эта доля про-
должает расти, даже несмотря на стойкую тенденцию к уменьшению исполь-
зования данных препаратов в этой области, за счет увеличения общего по-
требления мяса. 

Текущее положение дел заставляет исследователей искать новые вари-
анты препаратов для успешной антибиотикотерапии. Из отчетов Всемирной 
организации здравоохранения за 2020 и 2021 гг. следует, что количество ан-
тибиотиков, находящихся на I–III стадиях клинических испытаний от года  
к году растет; на ноябрь 2021 г. клинические испытания проходило 77 раз-
личных препаратов или их комбинаций, которые показывают новые варианты 
терапевтического использования против патогенных микроорганизмов, одна-
ко среди полностью новых препаратов более 80 % принадлежит к уже суще-
ствующим классам антибиотиков, механизмы развития антибиотикорези-
стентности к которым известны и изучены [4]. С учетом серьезности и мас-
штабов развития устойчивости бактерий к антибиотикам поиск и изучение 
новых молекул, активных в отношении патогенных и условно-патогенных 
штаммов, является одной из современных задач биомедицины. 

Одним из возможных решений проблемы антибиотикорезистентности 
могут быть антимикробные пептиды. За почти 40 лет, прошедшие с момента 
их открытия, найдено более 8 тыс. подобных соединений, большая часть из 
них животного происхождения. Антимикробные пептиды являются компо-
нентами врожденного звена иммунитета и действуют не только напрямую, 
элиминируя бактериальные агенты, но и через регуляцию иммунного ответа. 
Антимикробные пептиды являются одними из возможных кандидатов на 
роль новых классов антибиотиков, терапевтически эффективных и более без-
опасных [5], чем существующие. Одним из источников таких пептидов явля-
ются продукты пчеловодства. В гемолимфе пчел найдены несколько классов 
антимикробных пептидов, такие как дефензины, цекропины, апидаецины и 
абаецины [6–8], поэтому возможно, что в составе маточного молочка и трут-
невого расплода тоже присутствуют низкомолекулярные антибактериальные 
пептиды. Поскольку данные продукты пчеловодства широко применяются  
в народной медицине в том числе и в качестве ранозаживляющих и антибак-
териальных средств, изучение пептидов массой менее 5 кДа, выделенных из 
данных продуктов пчеловодства, является актуальным направлением иссле-
дования. 

Материалы и методы 
Маточное молочко и трутневый расплод 

Маточное молочко и личинки трутней были получены с частной пасеки 
в Пензенском районе. 

После сбора на пасеке маточное молочко было упаковано в стерильные 
пластиковые тубы и в запаянных вакуумных пакетах было транспортировано 
в лабораторию Пензенского государственного университета в термоконтей-
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нерах в охлажденном виде. Для выделения пептидов из маточного молочка 
был приготовлен 30 % водный раствор, профильтрованный через бумажный 
фильтр для удаления грубых механических загрязнений. 

Личинки трутневого расплода возрастом 5–7 сут были упакованы  
в пластиковые контейнеры при 4 °С, после чего в термоконтейнере были 
транспортированы в лабораторию. Для приготовления 10 % раствора гомоге-
ната трутневого расплода личинки были изъяты из сот и гомогенизированы  
в гомогенизаторе Поттера до состояния однородной кашицы, а затем доведе-
ны до необходимого объема дистиллированной водой. Для удаления клеточ-
ного дебриса и механических загрязнений раствор центрифугировали 20 мин 
при 3000 g. Для удаления липидной фракции поверхность супернатанта про-
макивали фильтровальной бумагой, осадок отбрасывали, а надосадочную 
жидкость использовали для дальнейших работ. 

Выделение и очистка пептидов 

Фракция пептидов маточного молочка и трутневого расплода массой 
менее 5 кДа была получена методом, описанным ранее [9]: полученные рас-
творы маточного молочка и трутневого расплода были профильтрованы через 
ультрафильтрационную мембрану Vivaflow, отсекающую молекулы массой 
более 5 кДа. Пермеат был очищен от низкомолекулярных примесей с помо-
щью ионообменной хроматографии на DEAE-целлюлозе со ступенчатым гра-
диентом (начальная элюция велась 0,2 М TRIS-HCl буферным раствором  
(pH = 10), десорбция производилась 0,2 М Na-цитратным буферным раство-
ром (pH = 6), скорость элюции до 30 мл/ч, объем наносимой пробы 0,5 мл, 
размер колонки 6 × 1,5 см, объем фракций 2 мл), а фракции, содержащие 
максимальную концентрацию пептидов, очищенных от примесей, были объ-
единены в одну и очищены от солей буферного раствора гель-фильтрацией 
на сефадексе G-25. Контроль содержания пептидов осуществлялся с помо-
щью метода Лоури; маркером низкомолекулярных примесей служили кетозы, 
наличие которых определяли спектрофотометрически по измерению оптиче-
ской плотности на длине волны 490 нм после добавления 1,5 мл 30 % раство-
ра HCl, 0,5 мл 0,1 % спиртового раствора резорцина к 0,5 мл пробы и инку-
бирования на кипящей водяной бане в течение 8 мин. 

Получение тест-культур и определение  
антибактериальной активности 

Антибактериальная активность полученных пептидных фракций была 
определена с помощью диско-диффузионного метода с использованием куль-
тур Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus pyogenes, Klebsiella 
pneumoniae, Proteus mirabilis и Enterobacter cloacae на базе бактериологиче-
ской лаборатории ГБУЗ «Кузнецкая межрайонная детская больница». Бакте-
риальная культура E. coli была высеяна из мочи больных, P. mirabilis с ране-
вой поверхности, S. aureus, S. pyogenes, K. pneumoniae и E. cloacae получены 
с мазка из зева. Образцы микроорганизмов были выращены на сахарном ага-
ре, идентифицированы морфологически и снова пересеяны на стерильный 
сахарный агар для получения чистой накопительной культуры. Суспензия 
микроорганизмов накопительной культуры была доведена до 0,5 по стандар-
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ту МакФарланда и была использована для газонного посева твердого АГВ-
агара в чашках Петри. 

На поверхность полученных инокулятов с АГВ-агаром помещали сте-
рильные бумажные диски диаметром 6 мм, пропитанные фракциями пепти-
дов трутневого расплода и маточного молочка массой до 5 кДа (в концентра-
циях 100 и 200 мкг/мл, 10 мкл/диск), 10 мкл 0,9 % раствора NaCl в качестве 
отрицательного контроля и цефтриаксон в качестве позитивного (в концен-
трации 75 мкг/мл, 10 мкл/диск). После суток инкубации при 37 °С были из-
мерены величины зоны задержки роста бактерий вокруг тестовых дисков (по 
3 диска в серии, не более 6 дисков на одну чашку Петри). 

Определение ферментативной активности 

На культурах E. coli и S. aureus также было изучено влияние получен-
ных фракций на каталазную и общую дегидрогеназную активность. Из нако-
пительных культур были получены суспензии бактерий мутностью 0,5 по 
МакФарланду, которыми были инокулированы стерильные пробирки с 3 мл 
сахарного агара. После суток инкубации при 37 °С на поверхность инокуля-
тов опытной группы были добавлены пептидные фракции трутневого рас-
плода и маточного молочка в концентрации 100 мкг/мл (объем 50 мкл), на 
поверхность инокулятов контрольной группы – 50 мкл 0,9 % раствора NaCl, и 
пробы были снова убраны в термостат. По прошествии 1 сут к пробам добав-
ляли 100 мкл 0,02 % раствора тритон X-100 и гомогенизировали в течение  
10 мин. После гомогенизации содержимое инкубировали 2 ч при 4 °С, а затем 
центрифугировали в течение 15 мин при 5000 g. Бесклеточный супернатант 
использовали для определения ферментативной активности: 

1. Общая дегидрогеназная активность: к 2,5 мл супернатанта добавляли 
0,3 мл 3 % водного раствора 2,3,5-трифенилтетразолиума хлорида, переме-
шивали и инкубировали 12 ч при комнатной температуре. После инкубации 
смешивали с равным объемом гексана для экстракции образовавшегося фор-
мазана и измеряли интенсивность поглощения экстрагированной фазы на 
спектрофотометре при длине волны 485 нм (длина оптического пути 1 см, 
контроль – чистый гексан). Полученные результаты оптической плотности 
пересчитывали на 1 мг белка в пробе по формуле 

опт

белка
1000.DА

С
= ⋅  

2. Каталазная активность: к 0,1 мл супернатанта добавляли 2 мл 0,03 % 
раствора пероксида водорода и инкубировали в течение 10 мин при комнат-
ной температуре, затем добавляли 1 мл 4 % раствора молибдата аммония  
в 0,1 н растворе серной кислоты и измеряли оптическую плотность при длине 
волны 410 нм (контроль – 0,1 мл дистиллированной воды, смешанной с теми 
же реактивами). Активность каталазы вычисляли по формуле и выражали  
в мкат на мкг белка: 

3 1 1
опыт

белка

22,2 10 ,D V t mM cА
C

− −⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅
=  

где V  – объем вносимой пробы, л; t  – время инкубации, с. 



Известия высших учебных заведений. Поволжский регион. Медицинские науки. 2022. № 4 
 

 102

Статистическая обработка данных 

Все измерения были проведены в трех повторностях, для средних зна-
чений была рассчитана ошибка средней, для сравниваемых параметров был 
вычислен t-критерий Стьюдента с использованием ПО LibreOffice Calc. 

Результаты и их обсуждение 
Антибактериальная активность 

Результаты по определению активности пептидных фракций маточного 
молочка и трутневого расплода, содержащих молекулы массой менее 5 кДа,  
в отношении патогенных и условно-патогенных штаммов микроорганизмов 
представлены в табл. 1. 

 
Таблица 1 

Результаты измерения зоны задержки роста 

Бактериальная 
культура 

Образец 
Пептиды  

маточного молочка 
Пептиды  

трутневого расплода Цефтриаксон, 
75 мкг/мл 

0,9 % 
NaCl 100  

мкг/мл 
200  

мкг/мл 
100  

мкг/мл 
200  

мкг/мл 
Staphylococcus 
aureus 0 1 ± 1 0 0 13 ± 2 0 

Escherichia  
coli 0 2 ± 1 0 0 11 ± 1 0 

Streptococcus 
pyogenes 0 0 0 0 12 ± 1 0 

Klebsiella 
pneumoniae 0 1 ± 1 0 1 ± 1 15 ± 1 0 

Proteus 
mirabilis 0 0 0 0 13 ± 2 0 

Enterobacter 
cloacae 0 1 ± 1 0 0 14 ± 1 0 

 
Как следует из полученных данных, изученные фракции пептидов ма-

точного молочка и трутневого расплода массой до 5 кДа не обладают анти-
бактериальной активностью в отношении использованных штаммов микро-
организмов, несмотря на наличие литературных данных о том, что цельный 
раствор маточного молочка обладает антибактериальным эффектом, а трут-
невый расплод представляет собой личинки пчел, имеющих в гемолимфе 
антибактериальные пептиды [10]. Мы можем предложить два объяснения 
наблюдаемого явления: либо в маточном молочке полностью отсутствуют 
антибактериальные пептиды массой до 5 кДа, что объясняет наличие анти-
бактериального эффекта в других исследованиях, которые не были скон-
центрированы на изучении низкомолекулярных агентов, и отсутствие тако-
го эффекта в наших результатах, либо концентрация низкомолекулярных 
пептидов в нашем эксперименте оказалась слишком мала для проявления 
искомого эффекта, так как в научной литературе изучают преимущественно 
индивидуальные виды антимикробных пептидов, а не смесь, выделенную из 
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какого-либо продукта животного или растительного происхождения, однако 
в данном случае нами были выбраны концентрации, на порядок превыша-
ющие таковые, используемые при определении антибактериальной актив-
ности, что, однако, не сыграло компенсирующей роли. 

Влияние на ферментативную активность 

Результаты по изучению влияния пептидных фракций на ферментатив-
ную активность E. coli и S. aureus представлены на рис. 1. 

 

 
а) 

 
б) 

Рис. 1. Результаты определения влияния пептидных фракций на дегидрогеназную (а)  
и каталазную (б) активность микроорганизмов (уровень значимости между  

сравниваемыми показателями контрольного и опытного значения среди  
одного штамма микроорганизма p < 0,05) 
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Полученные результаты свидетельствуют о том, что пептиды, выде-
ленные из обоих типов продуктов пчеловодства, в целом влияют на актив-
ность ферментативных систем бактериальных клеток. Под действием изучен-
ных пептидных фракций наблюдается статистически достоверное повышение 
удельной дегидрогеназной и каталазной активности. 

Повышение общей удельной дегидрогеназной активности свидетель-
ствует о том, что бактериальные клетки испытывают стрессовое влияние со 
стороны пептидных фракций [11]. В составе набора бактериальных фермен-
тов присутствует большое количество разнообразных дегидрогеназ, играю-
щих ключевую роль практически во всех главных биохимических процессах, 
ведущих к биосинтезу первичных или вторичных метаболитов или вовлечен-
ных в получение макроэргических соединений и метаболизм энергетических 
субстратов. Повышение общей дегидрогеназной активности свидетельствует 
об интенсификации данных процессов за счет увеличения количества при-
сутствующих копий дегидрогеназ, что говорит о повышенной потребности 
клетки в энергии для адекватного ответа на стрессовое воздействие. Увели-
чение каталазной активности тоже свидетельствует о напряжении метаболи-
ческих процессов внутри бактериальной клетки. Так как E. coli и S. aureus яв-
ляются факультативными анаэробами, увеличение каталазной активности го-
ворит об увеличении окислительного стресса, вызванного усилением синте-
тических процессов внутри бактериальной клетки как ответ на внешние 
стрессовые факторы. Ускорение продукции аденозинтрифосфата за счет уве-
личения скорости работы дыхательной цепи ведет к повышенному образова-
нию активных форм кислорода, часть из которых ферментами антиоксидант-
ной системы конвертируются в пероксид водорода, который разлагается ка-
талазой [12]. 

Заключение 
Суммируя полученные результаты, можно сказать, что фракции низко-

молекулярных пептидов, выделенных из трутневого расплода и маточного 
молочка, в количестве 1 и 2 мкг/диск не демонстрируют антибактериального 
действия на культуры Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus 
pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis и Enterobacter cloacae, од-
нако 1,6 мкг/мл питательной среды пептидов достаточно для изменения фер-
ментативной активности бактериальных клеток, что является ответной реак-
цией на внешние стрессовые воздействия. 
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