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Короткий катионный пептид с антибактериальной активностью, 
идентифицированный в протеоме Blautia producta
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Short cationic peptide with antibacterial activity identified  
in the proteome of Blautia product
Bolatchiev A. D., Baturin V. A., Vartanyan A. A.,  
Bolatchieva E. Yu., Didenko N. N., Veretennikov T. A.

Stavropol State Medical University, Russian Federation

С помощью метода «майнинга пептидов» впервые идентифицировали короткий катионный пептид ABP9L  
(состоящий из 9 аминокислотных остатков) в протеоме бактерии Blautia producta (компонент микробиома человека). 
ABP9L обладал антибактериальной активностью в отношении ряда грамположительных и грамотрицательных бакте-
рий и был эффективен in vivo в экспериментальной модели генерализованной инфекции (Pseudomonas aeruginosa) 
у мышей. Исследуемое соединение не обладало гемолитической активностью и цитотоксическим действием in vitro. 

Ключевые слова: антибиотикорезистентность, антимикробный пептид, разработка лекарственных препаратов, 
разработка пептидов de novo

Using the peptide mining method, for the first time, we identified a short cationic peptide ABP9L (consisting of 9 amino acid 
residues) in the proteome of the bacterium Blautia producta (a component of the human microbiome). ABP9 had antibacterial 
activity against a number of Gram-positive and Gram-negative bacteria and was effective in vivo in an experimental model of 
generalized infection (Pseudomonas aeruginosa) in mice. In addition, the studied compound did not have hemolytic activity 
and cytotoxic effect in vitro.
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Антибиотикорезистентность представляет  
собой одну из наиболее серьёзных угроз 
глобальному здравоохранению. Распро-

странение устойчивых к антибиотикам бактерий 
приводит к росту числа неэффективных стан-
дартных схем лечения инфекций и увеличению 
смертности среди пациентов. Согласно недавним 
оценкам, ежегодно миллионы случаев инфекций 
связаны с устойчивыми микроорганизмами, что 
существенно осложняет ведение пациентов и 
увеличивает экономическую нагрузку на систему 
здравоохранения [1]. Данная проблема обуслов-
ливает необходимость поиска противомикробных 
соединений, однако количество новых одобрен-
ных методов лечения в последнее время остает-
ся ограниченным [2–4]. В последние годы боль-
шой интерес вызывают антимикробные пептиды 
(АМП), которые продуцируются всеми живыми 
организмами. Известно, что АМП могут обладать 
выраженным антибактериальным, противовирус-
ным, противогрибковым, противопаразитарным и 
противоопухолевым эффектами [5, 6].

Для de novo разработки новых АМП могут приме-
няться различные подходы на основе искусственного 
интеллекта и машинного обучения, в которых аминокис-
лотные последовательности кодируются как текстовые 
данные [7–10]. Так, в своей работе Marcelo D. T. Torres 
и соавт. показали, что пептиды могут быть идентифи-
цированы в протеоме человека (так называемый ме-
тод «майнинга», или «добычи», пептидов») [8]. В этих 
исследованиях авторы использовали простой скрипт 
на языке программирования Python, который дает воз-
можность другим исследователям легко воспроизвести 
подобные эксперименты на других организмах.

Мы предположили, что компоненты нормальной 
микробиоты человека могут содержать в себе зашиф-
рованные последовательности коротких антибактери-
альных пептидов в своих протеомах. Целью данного 
исследования являлось использование метода «май-
нинга пептидов» для поиска новых коротких катионных 
пептидов в протеоме бактерии Blautia producta (ком-
понента микробиома человека), а также исследование 
активности обнаруженных пептидов in vitro и vivo.

Материал и методы. In silico скрининг. Для по-
иска зашифрованных пептидов в протеоме B. producta 
мы использовали метод, описанный Marcelo D. T. Torres 
и соавт. [8], а также Jacqueline R. M. A. Maasch и соавт. 
[7]. Эмпирически мы выбрали из базы данных UniProt 
[11] протеом бактерии B. producta (ID: UP000289794), 
который состоит из 5475 белков. Использовали скрипт 
на языке программирования Python [12] для сканиро-
вания всех 5475 белков, установив параметр для отбо-
ра потенциальных фармакологически активных пепти-
дов в диапазоне от 8 до 15 аминокислотных остатков 
(данный диапазон был выбран нами эмпирически). 
Для каждой последовательности оценивалась веро-
ятность наличия целевой активности по методу Pane 
и соавт. [12]. После этого были выбраны 1000 после-
довательностей c наибольшей вероятностью целевой 
активности. Дальнейший отбор последовательностей 

осуществлялся вручную (с элементами субъектив-
ной оценки): мы использовали различные методы in 
silico прогнозирования активности, стабильности и 
токсичности [13–16] (табл.). После этого осталась 
1  последовательность, которая была отобрана для 
синтеза и экспериментального исследования  – пеп-
тид ABP9L: ArgLeuLysLeuLysPheArgLeuTrp, локализо-
ванный в белке маннозилглицератгидролазы (UniProt: 
A0A4P6LX54_9FIRM). ABP9L был синтезирован мето-
дом твердофазного Fmoc-синтеза с помощью автома-
тического синтезатора JBMS-96-A (Jianbang Pharmacy 
Technology Co. Ltd., Китай) и очищен с помощью высо-
коэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) – 
чистота >99,6 %. Заряд ABP9L составил +4, а молеку-
лярная масса – 1259,7 Да. ВЭЖХ проводили на колонке 
Phenomenex Luna 5 мкм C18 2 (4,6 × 250 мм × 5 мкм), 
элюируя 0,1 % трифторуксусной кислоты в 100 % воде 
(растворитель A) и 0,1 % трифторуксусной кислоты в 
100  % ацетонитриле (растворитель B), при скорости 
потока 1 мл/мин, со скоростью потока 1 мл/мин. 

Скрининг in vitro. Использовались следующие 
клинические штаммы бактерий: Staphylococcus aureus 
(метициллин-резистентный), Enterococcus faecalis 
(метициллин-резистентный), Proteus vulgaris и кар-
бапенем-резистентные грамотрицательные штаммы: 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 
aeruginosa, Acinetobacter baumannii. Клинические изо-
ляты были выделены в 2024 году от пациентов отделе-
ния реанимации и интенсивной терапии Ставрополь-
ской краевой клинической больницы. Идентификация 
и определение антибиотикорезистентности бактери-
альных изолятов проводились диско-диффузионным 
методом в рамках рутинного микробиологического 
исследования в соответствии с протоколами Евро-
пейского комитета по определению чувствительности 
к противомикробным препаратам (EUCAST) в лабора-
тории клинической микробиологии Центра клиниче-
ской фармакологии и фармакотерапии [17]. Иссле-
дование антимикробной активности синтезированных 
пептидов проводили стандартным методом серийных 
разведений [18] в соответствии с рекомендациями 
EUCAST [19]. 

Чистые бактериальные культуры культивировали 
на твердой питательной среде (маннитол-солевой 
агар, BioMedia, Россия). Из свежей утренней культу-
ры готовили суспензию на стерильном физрастворе, 
соответствующем стандарту мутности 0,5 по Мак- 
фарланду (что эквивалентно 1–2×108 КОЕ/мл). По-
лученную суспензию растворяли в бульоне Мюлле-
ра – Хинтона (Becton, Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, NJ, США) с получением инокулюма с пример-
ной концентрацией 5×105 КОЕ/мл. Инокулюм добав-
ляли в лунки (по 100 мкл) стерильного 96-луночного 
микропланшета с U-образным дном (Медполимер, 
Санкт-Петербург, Россия). После этого в лунки до-
бавляли серийные двукратные разведения исследу-
емых пептидов (по 100 мкл; растворы пептидов гото-
вили также на бульоне Мюллера – Хинтона). Кроме 
того, были отдельные лунки для контроля стериль-
ности (содержали только бульон Мюллера – Хинтона, 
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без бактерий) и лунки для контроля роста (бактери-
альный инокулюм без пептидов). Затем планшеты 
инкубировали в термостате при температуре 37 °C. 
Через 18–20 ч определяли значения минимальной по-
давляющей концентрации (МПК). За МПК принимали 
минимальную концентрацию пептида, при которой не 
наблюдалось видимого бактериального роста в соот-
ветствующей лунке [18]. Эксперимент с каждым бак-
териальным изолятом проводили в трех повторах (в 
разных планшетах). Значения МПК рассчитывались 
как медианные величины после 
трех независимых повторов. 

Цитотоксичность ABP9L (50, 
100 и 400 мкг/мл) в отношении 
клеток почек (HEK 293) и печени 
(Hep G2) определяли с помощью 
набора EZ4U Cell Proliferation and 
Cytotoxicity Assay (Biomedica, Ав-
стрия) в соответствии с инструк-
циями производителя (клеточные 
линии были предоставлены цен-
тром коллективного пользования 
«Коллекция культур клеток позво-
ночных», Институт цитологии РАН, 
Санкт-Петербург). Исследование 
гемолитической активности ABP9L 
(50, 100 и 400 мкг/мл) проводилось 
с использованием эритроцитов че-
ловека по ранее описанной мето-
дике [20, 21].

Скрининг in vivo. Для моде-
лирования сепсиса мышам линии ICR (CD-1) (сам-
ки, средняя масса 30 г) предварительно проводили 
иммуносупрессию: вводили метотрексат подкожно 
(33,3 мг/кг), однократно, за 3 дня до инфицирова-
ния. После чего внутрибрюшинно вводили утреннюю 
чистую культуру клинического изолята P. aeruginosa 
(150 мкл/мышь=~6,75×108 КОЕ/мышь). Для получе-
ния стандарта мутности бактериальной суспензии, 
равного 15 по Макфарланду, использовали денси-
тометр DEN-1 (Biosan, Латвия), т. е. ориентировоч-
ная концентрация бактериальных клеток составляла 
~4,5×109 КОЕ/мл. Животные были рандомизирова-
ны в контрольную и опытную группы сразу после 
инфицирования. ABP9L вводили через 30 мин по-
сле инфицирования однократно внутрибрюшинно в 
дозе 3,3 мг/кг. Контрольная группа животных полу-
чала физиологический раствор в объеме 100 мкл. 
В каждой группе было по 12 мышей (n=12). Выжива-
емость оценивали каждые 24 часа в течение 5 суток. 
Для статистического анализа рассчитывали функцию 
выживаемости методом Каплана – Майера в про-
грамме StatPlus v.8. Исследования на животных были 
одобрены локальным этическим комитетом Ставро-
польского государственного медицинского универ-
ситета.

Результаты и обсуждение. На первом этапе экс-
периментального скрининга были определены меди-
анные значения МПК в отношении грамположитель-
ных и грамотрицательных клинических изолятов. Было 
показано, что пептид ABP9L активен в отношении всех 
исследуемых микроорганизмов: S. aureus – 8 мкг/мл, 
E. faecalis – 0,5 мкг/мл, P. vulgaris – 16 мкг/мл, E. coli – 
4 мкг/мл, P. aeruginosa – 16 мкг/мл, A. baumannii – 
8 мкг/мл и K. pneumoniae – 8 мкг/мл. 

Затем, с целью скрининга потенциальных токси-
ческих эффектов, было исследовано действие ABP9L 
в отношении эритроцитов человека, а также клеток 
почки (HEK 293) и печени (Hep G2). Было установлено, 
что соединение ABP9L не обладало цитотоксическим 

и гемолитическим действиями в исследованных кон-
центрациях: от 50 до 400 мкг/мл – что превышает наи-
большую величину МПК в 25 раз.

Для определения активности ABP9L in vivo была ис-
пользована скрининговая модель генерализованной 
инфекции, вызванной P. aeruginosa. В контрольной 
группе через 72 часа после инфицирования выжи-
ваемость составила 0 %. В группе, получавшей пеп-
тид ABP9L (3,3 мг/кг), выживаемость составила 50 % 
(p=0,0012) (рис. 1).

Анализ трехмерных моделей пептида ABP9L, 
предсказанных моделью AlphaFold [22], показал, 
что соединение во всех случаях принимает псевдо-
циклическую конформацию. В каждой модели на-
блюдается сближение N- и C-концов молекулы и 
образование между ними внутримолекулярной во-
дородной связи: между первым и последним (де-
вятым) аминокислотными остатками – аргинином 
и триптофаном, что фактически «замыкает» пептид 
в кольцевую структуру. Визуализация в программе 
UCSF Chimera [23] подтвердила наличие этой водо-
родной связи между N- и C-концевыми остатками 
(рис. 2). Повторяемость данного контакта во всех 
независимых предсказанных трехмерных структу-
рах указывает на внутреннюю склонность линейного 
пептида ABP9L к циклизации. Обнаруженная псев-
доцикличность позволяет предположить, что хими-
ческая макроциклизация пептида (конец-в-конец) в 
дальнейшем повысит устойчивость его структуры. 
Циклизация «голова-хвост» закрепит пептид в на-
блюдаемой конформации и устранит свободные 
N- и C-концы – подход, известный своей эффек-
тивностью для повышения стабильности пептидов 
[24]. В частности, циклические пептиды обычно бо-
лее устойчивы к протеолизу, поскольку отсутствие 
свободных N- и C-концевых групп делает их невос-
приимчивыми к действию экзопептидаз – одним из 
одобренных к применению антибиотиков из дан-
ной группы является грамицидин, продуцируемый 
Bacillus brevis [25]. Кроме того, замыкание пептида 
в цикл снижает его конформационную гибкость и по-
лярность концевых групп, что может улучшать про-
ницаемость молекулы через клеточные мембраны 
[26]. Таким образом, полученные структурные дан-
ные свидетельствуют о стремлении данного пептида 
к кольцевой топологии, и его последующая циклиза-
ция «конец-в-конец»/«голова-хвост» представляется 
обоснованной для стабилизации структуры и потен-
циального повышения биоактивности пептида. 

Рис. 1. Сравнение выживаемости между контрольной (NaCl, 0,9 %) 
и основной группой (ABP9L). Пептид вводили однократно в дозе 3,3 мг/кг через 

30 мин после инфицирования мышей суспензией P. aeruginosa 6,75×108 КОЕ. 
Достоверные отличия от контрольной группы (p=0,0012), 

метод Каплана – Мейера и лог-ранговый критерий (Logrank test)
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Рис. 2. Трехмерная модель линейного пептида 
ABP9L. Пунктиром обозначены водородные связи, 

демонстрирующие стремление пептидной цепи  
к формированию кольцевой (псевдоциклической) структуры

Физико-химические характеристики ABP9L при-
ведены в таблице. Высокое значение pI обусловлено 
присутствием четырех основных остатков (Arg/Lys),  
что характерно для катионных АМП. Индекс нестабиль-
ности >40 означает, что пептид in vitro может быть не-
стабильным [27]. Тем не менее многие АМП имеют 
небольшую длину и остаются функциональными бла-
годаря устойчивости к протеазам и специфическим 
структурам. Пептид ABP9L способен образовывать 
α-спиральную структуру. Расчет показывает (табл.) уме-
ренное преимущество α-спирали над β-листом (средние 
показатели ~1,12 против ~1,10). Это свидетельствует 
о том, что пептид может формировать амфифильную 
α-спираль – на одной стороне спирали концентрируют-
ся гидрофобные остатки (Leu, Phe, Trp), а на противо-
положной – положительно заряженные (Arg, Lys). Такая 
амфифильность характерна для многих мембранных 
АМП [28]. Благодаря этому ABP9L способен проникать в 
липидные мембраны микроорганизмов. Поскольку дли-
на пептида всего 9 аминокислот, сам по себе он может 
быть неструктурированным в растворе, однако при вза-
имодействии с липидной мембраной принимает упоря-
доченную форму (например, спираль). Для сравнения, 
более длинные α-спиральные АМП (например, магай-
нин-2, LL-37) также несут разделение на полярную и не-
полярную стороны и сворачиваются в спираль лишь в 
мембраноподобной среде.

Методы вычислительного обнаружения пептидов, 
в частности «майнинг» АМП, позволяют идентифици-
ровать короткие положительно заряженные пептиды в 
протеомах микробиоты человека. На сегодняшний день 
существует ограниченное число исследований, в ко-
торых использовался данный метод для поиска новых 
фармакологически активных пептидов из протеомов 
живых организмов. В дополнение к исследованиям, ко-
торые мы цитировали ранее [7, 8], Marcelo D. T. Torres и 
соавт. [29] недавно провели масштабный вычислитель-
ный скрининг микробиома человека и выявили 323 по-
тенциальных АМП, среди которых 70,5 % были активны 
in vitro. Santos-Júnior и соавт. с помощью машинного  
обучения проанализировали 63 410 метагеномов из 
самых разных сред и составили каталог AMPSphere  
(~863 тысяч кандидатов). При экспериментальной про-
верке 79 из 100 произвольно выбранных пептидов ока-
зались активными против патогенов, что подтверждает 
точность предсказания такого масштабного подхода к 
поиску новых АМП [30]. Инновационным направлением 

является «палеопротеомный майнинг» – поиск пептидов 
в протеомах вымерших организмов. Jr. M. A. Maasch и 
соавт. [7] разработали модель panCleave для предска-
зания фрагментов белков, которые могли бы выступать 
АМП, и применили её к протеомам древних неандер-
тальца и денисовца. Синтезированные фрагменты не-
которых современных и вымерших человеческих белков 
действительно проявили антимикробную активность, 
были устойчивы к протеазам и показали эффективность 
в модельных инфекциях у мышей. Эти работы демон-
стрируют огромный потенциал in silico подходов для от-
крытия новых фармакологически активных пептидов. 

Таблица
Основные физико-химические свойства ABP9L

Свойство Значение
Молекулярная 
масса (Да)

≈1259,7 (≈1,26 кДа)

Теоретическая 
изоэлектрическая 
точка (pI)

~11,5–12,0

Заряд при pH 7 +4 
Гидрофобность ~55 % гидрофобных 

аминокислот; амфифильный 
характер

Гидропатичность 
(GRAVY, 	
Kyte – Doolittle)

–0,39 (слегка гидрофильный)

Индекс 	
нестабильности

~50

α-спиральный 	
потенциал

Pα ≈ 1,12 (умеренно высокий)

β-листовой 	
потенциал

Pβ ≈ 1,10 (умеренно высокий)

Аминокислотный 
состав

Arg – 2 (22 %), Lys – 2 (22 %), 
Leu – 3 (33 %), Phe – 1 (11 %), 

Trp – 1 (11 %)

Ранее нами с помощью других вычислительных 
подходов (рекуррентных нейронных сетей) были раз-
работаны эффективные АМП, однако они обладали 
большими размерами, превышающими пептид ABP9L 
более чем в 2,5 раза [9]. Важно отметить, что актив-
ность пептида ABP9L в отношении P. vulgaris свиде-
тельствует о перспективности данного соединения 
против полимиксин-устойчивых микроорганизмов  
(в т. ч. колистин-устойчивых).

Заключение. Впервые мы обнаружили катионный 
пептид ABP9L в протеоме B. producta и изучили его 
свойства в простых скрининговых моделях in vitro и in 
vivo. Показано, что данный АМП обладает антибакте-
риальным действием в отношении грамотрицательных 
и грамположительных бактерий. Кроме того, пептид 
ABP9L не обладает цитотоксическим и гемолитиче-
ским действием в концентрациях, превышающих МПК 
в 25  раз. Необходимы дальнейшие исследования, на-
правленные на поиск новых АМП, основанных на моди-
фикациях соединения пептида ABP9L – для увеличения 
эффективности, в частности для снижения величин 
МПК. Кроме того, важно провести исследования фар-
макокинетики, поскольку эффективность пептида  
ABP9L in vivo может быть обусловлена не только прямым 
антибактериальным действием, но и иммуномодулиру-
ющими эффектами, характерными для катионных АМП. 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов. 
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Изменение ростовых параметров условно патогенных 
микроорганизмов под влиянием низина
Д. С. Пантелеев, О. А. Шулятникова, А. П. Годовалов, Г. И. Рогожников, М. В. Яковлев
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Changes in growth parameters of conditionally pathogenic 
microorganisms under the influence of nisin
Panteleev D. S., Shuliatnikova O. A., Godovalov A. P., Rogozhnikov G. I., Yakovlev M. V.

E. A. Vagner Perm State Medical University, Russian Federation

Изучено влияние низина на ростовые параметры и сформированную биоплёнку штаммами  
Staphylococcus aureus АТСС 25923 и Escherichia coli М-17. Продемонстрирована слабая активность низина относи-
тельно штаммов E. coli. Низин нарушал целостность клеточных мембран бактерий, приводя к их гибели, и нарушал 
процесс образования биоплёнок. Низин представляет собой перспективный препарат для разработки антимикробных 
препаратов и профилактики биопленкообразования, в т. ч. на зубных протезах.

Ключевые слова: биоплёнка, полость рта, пародонт, оральная микрофлора, зубные протезы, бактериоцины, низин 

The study investigated the effect of nisin on growth parameters and the biofilm formed by Staphylococcus aureus  
ATCC 25923 and Escherichia coli M-17 strains. The weak activity of nisin relative to E. coli strains has been demonstrated. 
Nizin disrupted the integrity of bacterial cell membranes, leading to their death, and disrupts the formation of biofilms. Nizin is 
a promising drug for the development of antimicrobial drugs and the prevention of biofilm formation, including on dentures.
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МПБ	–	мясо-пептонный бульон УПМ	–	условно патогенные микроорганизмы

Условно патогенные микроорганизмы играют 
значительную роль в развитии воспалитель-
ных заболеваний и дисбиотических измене-

ний в различных биотопах [1]. Дисбиоз полости 
рта изучен относительно меньше и отличается на-
личием стоматологических конструкций, которые 

могут оказывать влияние на оральную микрофло-
ру [2–6].

Актуален поиск препаратов, избирательно пода-
вляющих УПМ, но не нарушающих общий микробный 
баланс [7]. Традиционные антисептики лишены такой 
избирательности [8, 9]. Перспективной альтернати-


