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Повсеместный рост резистентности микро-
организмов к противомикробным химио-
препаратам определяет необходимость по-

иска и разработки новых лекарственных средств 
[1]. Разработка новых препаратов на основе 
антимикробных пептидов (АМП), являющихся 
важнейшим модулем системы врожденного им-
мунитета, является наиболее перспективной. 
Среди АМП большой интерес представляет чело-
веческий нейтрофильный пептид-1 (HNP-1, или 
α-дефензин-1), который продуцируется и нака-
пливается в гранулах нейтрофилов. Механизм 
действия положительно заряженных АМП осно-
ван на пермеабилизации отрицательно заряжен-
ной клеточной стенки бактерий с последующим 
микробным лизисом. Ключевой проблемой кли-

нического применения АМП является их быстрая 
ферментативная деградация, которая определя-
ет короткий период действия [2]. Для решения 
данной проблемы в ходе данной работы было 
предложено использовать технологию включения 
HNP-1 в наночастицы хитозана [3]. 

Цель исследования  – оценка противомикробной 
активности рекомбинантного АМП из класса дефен-
зинов HNP-1, включенного в наночастицы хитозана, 
в отношении лабораторных и клинических штаммов 
микроорганизмов. 

Материал и методы. Наночастицы хитозана с 
включенным дефензином HNP-1 (рекомбинантный 
пептид, Cloud-Clone Corp., США) получали методом 
ионной кросс-сшивки [3]. Хитозан низкой молеку-
лярной массы растворяли в 0,5  % уксусной кислоте 
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The antimicrobial activity of the antimicrobial peptide, defensin HNP-1 included in to the chitosan nanoparticles, against 
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experimental animals.
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АМП	–	антимикробный пептид
АМС	–	антимикробное соединение
МПК	–	минимальная подавляющая концентрация 

HNP-1	–	человеческий нейтрофильный пептид-1
MRSA	 –	метициллин-резистентный штамм S. aureus 
MSSA	 –	метициллин-чувствительный штамм S. aureus
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до концентрации 4 мг/мл, доводили рН раствора до  
4,6 и фильтровали через фильтр с диаметром пор 
0,2  мкм («Millipore», США). К раствору хитозана до-
бавляли раствор триполифосфата натрия (4 мг/мл) и 
HNP-1 (0,2 мг/мл) при перемешивании на дисперга-
торе Ultra-Turrax («IKA», Германия) при 2500 об/мин 
в течение 30 мин. Затем взвесь частиц центрифуги-
ровали при 10000 об/мин в течение 5 мин при тем-
пературе 4 °С, дважды промывали водой. Полученный 
препарат хранили при температуре 2–8 °С. В качестве 
препарата сравнения использовали наночастицы хи-
тозана, не содержащие дефензин и полученные по 
описанной выше методике. 

Для исследования противомикробной активности 
полученного хитозанового HNP-1 и наночастиц хи-
тозана использовался стандартный метод серийных 
разведений по описанному ранее протоколу [4]. Были 
определены минимальные подавляющие концентра-
ции (МПК, мкг/мл) в отношении штаммов S. aureus 
ATCC 25923, E. coli NCTC 9001, P. aeruginosa ATCC 
10145 и K. aerogenes NCTC 10006, а также клиниче-
ского изолята метициллин-резистентного S. aureus 
(MRSA). 

Результаты и обсуждение. Препарат нативных 
наночастиц хитозана в целом имел меньшие значе-
ния МПК по сравнению с HNP-1, включенным в на-
ночастицы хитозана. Обращает на себя внимание 
низкая активность нативных наночастиц в отноше-
нии MRSA (16 мкг/мл), в то время как хитозановый 
HNP-1 имел МПК в отношении данного клинического 
изолята 8 мкг/мл. С другой стороны, нативные на-
ночастицы хитозана в отношении MSSA ATCC 25923 
продемонстрировали высокую антистафилококковую 
активность (МПК 1 мкг/мл), в то время как хитозано-
вый дефензин оказался менее активным в отношении 
данного штамма (МПК 8 мкг/мл). МПК нативных на-

ночастиц хитозана в отношении E. coli NCTC 9001 и 
K. aerogenes NCTC 10006 составила 0,625 мкг/мл; в 
отношении P. aeruginosa ATCC 10145  – 0,25 мкг/мл. 
Противомикробная активность HNP-1, включенного в 
наночастицы хитозана, в отношении данных штаммов 
была ниже и значения МПК составили 2 мкг/мл для 
E. coli и K. aerogenes и 16 мкг/мл для P. aeruginosa. 

По данным литературы, нативный HNP-1 имеет 
более высокий уровень противомикробной активно-
сти в отношении MRSA и MSSA по сравнению с хито-
зановым HNP-1 и нативными наночастицами хитоза-
на. Так, ранее нами было показано, что МПК HNP-1 в 
отношении клинических изолятов S. aureus (включая 
MRSA) составляет 0,5 мкг/мл [4]. Кроме того, важно 
отметить, что в условиях in vivo АМП может проявлять 
иммуностимулирующее действие за счет активации 
продукции провоспалительных цитокинов и акти-
вации Т-клеток. Показано, что HNP-1 может активи-
ровать хемотаксис и индуцировать созревание ден-
дритных клеток за счет стимулирования продукции 
ко-стимуляторных молекул CD80, CD86 и CD40, CD83 
и HLA-DR, а также усиливать продукцию фактора  
некроза опухоли-α, интерлейкина-6 и интерлейки-
на-12 [5]. 

Заключение. Полученные результаты демон-
стрируют возможность применения технологии ион-
ной кросс-сшивки для получения новых соединений 
АМП, включенных в наночастицы хитозана. Вместе с 
тем, в условиях in vitro АМП, включенные в наночасти-
цы хитозана, могут снижать свою противомикробную 
активность, что требует оценки клинической эффек-
тивности разрабатываемых соединений на различ-
ных экспериментальных моделях инфекций у живот-
ных. 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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