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Антимикробные пептиды (АМП) являются компонентами иммунной системы, предохраняющей организм
хозяина от инфекции. В данной работе был выделен и охарактеризован новый высокоэффективный АМП
из тела богомола Sphodromantis viridis. Этот пептид был очищен методом ЖХВД на обращенной фазе. Пос'
ледующая масс'спектрометрия показала, что он состоит из 14 аминокислотных астатков (а.о.) и относится
к семейству мастопаранов. Пептид был назван мастопаран'S (от лат. Sphodromantis). Продемонстрировано,
что мастопаран'S обладает противомикробной активностью по отношению к широкому спектру микроор'
ганизмов (грамположительных и грамотрицательных бактерий и грибов) и является более активным, чем
известные антибиотики, например, канамицин. Активность мастопарана'S против грамотрицательных
бактерий была выше, чем в отношении грамположительных бактерий. Значения минимальной ингибирую'
щей концентрации (MIC) мастопарана'S по отношению к различным бактериям находились в диапазоне
15,1–28,3 мкг/мл, к грибкам – 19,3–24,6 мкг/мл. Помимо противомикробного действия, мастопаран'S об'
ладает и гемолитической активностью, но ее величина по отношению к эритроцитам человека была крайне
незначительной. Методом МТТ'тестирования на клетках человека (HeLa) показано, что мастопаран'S об'
ладал цитотоксической активностью in vitro в концентрации >40 мкг/мл, но был неактивен в концентрации
<30 мкг/мл. Представленные данные указывают на то, что новый пептид может быть использован в качест'
ве медицинского противомикробного средства для лечения местных инфекций. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: антимикробные пептиды, цитотоксичность, Sphodromantis viridis, иммунная система,
гемолитическая активность.

Врожденный иммунитет у позвоночных и
беспозвоночных животных является важной ли'
нией защиты от патогенных микроорганизмов

(бактерий, грибков и вирусов) [1]. В связи с от'
сутствием адаптивной иммунной системы у на'
секомых, антимикробные пептиды (АМР) игра'
ют решающую роль в борьбе с патогенами и,
следовательно, являются важными факторами
врожденного иммунитета у этого класса живот'
ных. АМП продуцируются клетками жирового
тела и крови насекомых в ответ на микробное
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инфицирование организма, а затем попадают в
гемолимфу.

АМП обладают широким спектром противо'
микробного действия [2–4]. Как правило, это
короткие пептиды и олигопептиды (<100 а.о.),
обычно являющиеся катионами [5–7]. Некото'
рые виды этих пептидов были выделены из ам'
фибий, рептилий, птиц, млекопитающих и пр.
[8–12]. Впервые они были получены в лаборато'
рии Бомана из гемолимфы насекомого Hyalophora
cecropia [13]. Из более чем 1,7 млн известных к
2010 г. видов живых существ на планете, вклю'
чающих животных, наземных растений и водо'
рослей, 1 млн – это насекомые [14]. Подобно
другим животным, насекомые обладают врож'
денной иммунной системой, представленной
большим набором антимикробных пептидов
[15–17], которые были идентифицированы у
различных представителей этого класса [18–21].
Большинство представителей отряда Mantodea,
включающего в себя 15 семейств и 2200 видов
насекомых [22, 23], относятся к семейству
Mantidae, к которому принадлежит и богомол
Sphodromantis viridis [24–26]. Есть лишь несколь'
ко исследований, посвященных выделению и
характеристике антимикробных пептидов из
представителей семейства Mantidae [27]. Прове'
денная работа является попыткой выделить и
охарактеризовать новые АМП из богомола
Sphodromantis viridis.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экстракция пептидов. Использовали 100 взрос'
лых особей Sphodromantis viridis, отловленных в
различных областях Ирана. Перед экстракцией
пептидов, насекомые, содержавшиеся в неболь'
ших садках, были заморожены в жидком N2 и
затем размолоты в порошок. Порошок экстра'
гировали 1%'ным ТХУ в течение 30 мин на льду,
центрифугировали 30 мин при 15 000 g, полу'
ченный экстракт лиофилизировали.

Получение пептидов. Для очистки пептидов
лиофилизованный экстракт растворяли в мини'
мальном объеме дистиллированной воды и про'
водили хроматографию методом ЖХВД на по'
лупрепаративной колонке C18 с обращенной фа'
зой. Хроматографию выполняли несколько раз
(инжектируемый объем составлял 0,4 мл). Элю'
цию проводили с помощью комбинации раство'
ров А (0,1%'ный водный раствор ТФУ) и В
(0,098%'ный ТФУ в ацетонитриле) (со скоростью
1 мл/мин в течение 70 мин), постепенно увели'
чивая долю раствора В с 5 до 65% (скорость на'
растания градиента раствора В – 0,86% в мин.
Поглощение в элюате регистрировали при 220 нм.

Пептидный состав фракций, соответствующих
пикам поглощения, определяли в аликвотах пу'
тем их повторной хроматографии на аналити'
ческой колонке C18. В каждой фракции опреде'
ляли антимикробную активность. Все фракции
лиофилизировали. Самую крупную фракцию,
содержащую антимикробные пептиды, повтор'
но очищали указанным выше методом с той лишь
разницей, что скорость нарастания градиента
раствором В составила 0,5% в мин.

Антимикробный тест выполняли как было
описано в наших предыдущих работах [28, 29].
Микроорганизмы выращивали в 3%'ном (w/v)
триптоновом соевом бульоне (TSB) при 37° в те'
чение ночи и определяли концентрацию клеток
по поглощению при 620 нм. Для определения
антибактериальной активности суспензию бак'
терий добавляли к 6 мл подстилающей агаровой
среды (10 мМ Na'фосфат, 1% (v/v) TSB, 1%'ная
агароза, pH 6,5) и помещали в чашки Петри.
После застывания агарового слоя в нем форми'
ровали лунки диаметром 3 мм, вносили в них
образцы тестируемых пептидов и инкубировали
в течение 3 ч при 37°. Затем подстилающий агар
покрывали слоем покровного агара, обогащен'
ного питательными веществами, и инкубирова'
ли в течение ночи при 37°. Антибактериальную
активность тестировали, наблюдая за ростом
бактерий вокруг сформированных лунок.

Для определения противогрибковой актив'
ности суспензию грибка добавляли к 20 мл ага'
ровой среды, содержащей картофельную декстро'
зу, и помещали в чашки для культивирования
микроорганизмов. В застывшей среде формиро'
вали 3 мм лунки и заполняли их образцами тес'
тируемых фракций пептидов. Чашки помещали
в термостат при 30–35° и наблюдали за ростом
грибковой культуры в течение 7 сут.

Минимальную ингибирующую концентрацию
пептидов (MIC) определяли следующим образом.
Сначала готовили серию разведений тестируе'
мого пептида с концентрациями 0,1–1 мг/мл.
Аликвоты по 20 мкл из каждого разведения сме'
шивали с бактериальной суспензией с концентра'
цией клеток 106 КОЕ/мл. Конечные концентрации
пептидов составляли 10, 20, 40, 80 и 100 мкг/мл.
Полученную смесь раскапывали в 96'луночные
микропланшеты для иммуноферментного ана'
лиза и инкубировали 18 ч при 37°. Затем опреде'
ляли поглощение в лунках при 630 нм с по'
мощью ридера для ИФА и сравнивали с погло'
щением контрольных образцов, не содержащих
пептиды.

Для определения MIC пептидов по отноше'
нию к грибкам на каждые 180 мкл декстрозо'
агаровой среды Сабуро в лунках 96'луночных
микропланшетов добавляли по 10 мкл грибко'
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вой суспензии с концентрацией 106 КОЕ/мл и
по 10 мкл раствора пептида. Планшеты инкуби'
ровали 24 ч при 37°. Значения MIC определяли
как минимальную концентрацию пептида, при
которой рост бактериальной или грибковой
культуры полностью подавлялся. В качестве
объектов для исследования были использованы
культуры следующих микроорганизмов: Escherichia
coli PTCC2433, Klebsiella pneumonia PTCC4231,
Pseudomonas aeroginosa PTCC2834, Bacillus subtilis
PTCC4533, Leuconostoc mesenteroides PTCC1445,
Bacillus cereus PTCC1435, Aspergilus niger, Aspergilus
fumigates и Сandida albicans.

Определение гемолитической активности АМП
проводили в соответствии с описанным нами
ранее методом [28] с использованием свежевы'
деленных эритроцитов крови человека.

Определение жизнеспособности клеток. Ци'
тотоксическую активность пептидов по отноше'
нию к клеткам HeLa определяли с помощью
MTT (3'[4,5'диметилтиазол'2'ил]'2,5'дифе'
нилтетразолийбромид)'теста. До начала экспе'
римента клетки культивировали в 96'луночных
планшетах в течение 24 ч. Затем среду сливали и
заменяли на свежую, содержащую тестируемый
пептид в концентрациях 10–100 мкг/мл, т.е. в
таких же количествах, которые были использо'
ваны для определения антимикробной актив'
ности. (Клетки, культивируемые в отсутствие
АМП, были использованы в качестве контроля.)
Планшеты инкубировали 30 мин, 3 и 6 ч, а затем
в каждую лунку добавляли МТТ в фосфатном
буфере PBS в конечной концентрации 5 мкг/мл.
Реакцию проводили 4 ч при 37°, жидкость уда'
ляли, а для растворения образовавшихся крис'
таллов формазана добавляли смесь, содержа'
щую ДМСО (по 200 мкл в лунку). После инкуба'
ции в течение ночи при 37° определяли погло'
щение в лунках при 540 нм на сканере для мик'
ропланшетов. Выживаемость клеток рассчиты'
вали как отношение D540 в эксперименте/D540 в
контроле и выражали в процентах [30].

MALDI#TOF/TOF масс#спектрометрия была
использована для определения Mr, заряда и пер'
вичной последовательности антимикробного пеп'
тида. Очищенный лиофилизованный пептид раст'
воряли в 10 мкл 0,1%'ном ТФУ и 1 мкл этого раст'
вора наносили на подложку'мишень масс'спект'
рометра. Вслед за этим добавляли 1 мкл свеже'
приготовленной 4'гидрокси'α'коричной кисло'
ты 5 мг/мл («Sigma»), в 50%'ном ацетонитриле,
0,1%'ном ТФУ. MS и MS/MS масс'спектры по'
лучали с использованием программы Bruker flex
аnalysis Ver. 3.3. Определение последовательнос'
ти пептида проводили вручную с ошибкой не
более 0,5 Да для каждого иона, полученного в
результате фрагментации целого пептида. Для

этого предполагаемые ионы b' и y'серий срав'
нивали с их реальными MS/MS'спектрами с по'
мощью вышеназванной программы.

Структурный анализ пептидов. Изучение сход'
ных по последовательности антимикробных пеп'
тидов проводили с использованием пептидной
базы данных на сайте (http://aps.unmc.edu/AP/
main.php). Для поиска пептидов с аналогичной
или похожей первичной структурой использо'
вали программу CLC main workbench Ver. 5.5.
Филогенетическое древо сходных между собой
АМП было построено с помощью этой же прог'
раммы с использованием метода объединения
ближайших соседей. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Очистка антимикробных пептидов. Лиофили'
зованный экстракт из насекомых фракциониро'
вали на колонке С18 методом ЖХВД и определя'
ли антимикробную активность во всех крупных
пептидных фракциях. Профиль элюции пепти'
дов с колонки представлен на рис. 1. Фракция
F13, обладающая наибольшей активностью, бы'
ла повторно очищена на аналитической колон'
ке С18, как описано в разделе Методы исследо'
вания (смотри панель внутри рис. 1). Результа'
том этой очистки явилось обнаружение двух
главных пептидных фракций (пики S1 и S2), об'
ладавших наибольшей антимикробной актив'
ностью по отношению к тестируемым микроор'
ганизмам.

Антибактериальная активность пептидов. Ре'
зультаты определения антибактериальной ак'
тивности пептидных фракций S1 и S2 и антибио'
тика канамицина представлены на рис. 2. Как
видно на рисунке, пептиды фракций S1 и S2 в
концентрации 5 мкг/мл эффективно ингибиро'
вали рост всех тестируемых микроорганизмов,
причем, диаметры зон ингибирования для S1 и S2
были больше, чем зона ингибирования для ка'
намицина, а зона для S1 была больше, чем для S2
(фото внутри гистограммы на рис. 2). Определе'
ние значений MIC показало, что из всех тестиру'
емых видов бактерий и грибов наиболее чувстви'
тельными к ингибирующему действию пептидной
фракции S1 оказались бактерии B. cereus (15,1 мкг/мл)
и грибок A. fumigates (19,3 мкг/мл) (табл. 1).

Гемолитическая активность пептидов. Для оп'
ределения гемолитической активности АМП фрак'
ции S1 были использованы эритроциты человека,
а результаты представлены в табл. 1. Как следует
из таблицы, фракция S1 дозозависимо вызывала
гемолиз эритроцитов, однако ее гемолитическая
активность была незначительной и составляла
всего ~3% при концентрации 100 мкг/мл.
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Рис. 2. Антимикробная активность очищенных пептидов фракций S1 и S2 по отношению к различным микроорганизмам.
В качестве положительного контроля использовали антибиотик канамицин. Активность оценивали количественно по ве'
личине диаметра зон отсутствия клеточного роста. Внутри гистограммы приведено фото зон ингибирования с культурой
B. subtilis. 1 – канамицин, 2 – пик S1, 3 – пик S2. Концентрация соединений – 5 мкг/мл
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Рис. 1. Хроматография лиофилизованного пептидного экстракта из Sphodromantis viridis методом ЖХВД на колонке С18.
Фракция, обладающая наибольшей антимикробной активностью (F13, отмечена стрелкой), была подвергнута дополни'
тельной очистке (панель внутри рисунка). Пики, содержащие пептидные фракции с наибольшей антимикробной актив'
ностью (S1 и S2) помечены *
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Цитотоксическая активность пептидов по от#
ношению к клеткам человека. Результаты опреде'
ления цитотоксической активности АМП фрак'
ции S1 на клетках HeLa представлены на рис. 3.
Из рисунка следует, что фракция S1 обладала
значительной цитотоксичностью и ингибирова'
ла рост культуры HeLa дозозависимо при кон'
центрациях пептида >40 мкг/мл. Таким обра'
зом, при использовании в минимальной концен'
трации, когда этот пептид полностью подавлял
рост микроорганизмов, он практически не вли'
ял бы на рост клеток человека (цитотоксичес'
кий эффект при концентрации <40 мкг/мл сос'
тавлял <5%).

Анализ структуры пептидов. Структура АМП
фракции S1 была проанализирована методом
MALDI'TOF масс'спектрометрии (матриксная
лазер'ионизационная масс'спектрометрия с оп'
ределением времени пролета ионов). Результаты
анализа структуры и расчета физико'химичес'
ких параметров пептида представлены в табл. 2.
Сравнение этого пептида с другими известными
АМП по первичной структуре показало, что по'
лученный нами антимикробный пептид являет'
ся уникальным (рис. 4, а). Он был назван масто'
параном'S (от лат. Sphodromantis) в соответствии

с принятой номенклатурой для АМП [34]. Мас'
топаран'S состоит из 14 а.о.: LRLKSIVSYAKKVL.
Его Mr и рI, рассчитанные по программе ExPASy
MW/pI tool (http://www.expasy.ch/tools/pi'tool.html),
были равны 1618,03 и 10,46 Да соответственно.

Структура мастопарана'S1 была сравнена со
структурами 10'ти известных АМП путем ана'
лиза выровненных последовательностей с ис'
пользованием пептидной базы данных (рис. 4, а).
С помощью программы BLAST было установле'
но, что мастопаран'S имеет высокую степень
подобия с мастопараном'В, некоторые свойства
которого представлены в табл. 3. Полученные
сравнительные данные были представлены так'
же и в виде филогенетического древа (рис. 4, б). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время выделено большое коли'
чество разнообразных АМП, являющихся важ'
ными компонентами врожденной антимикроб'
ной системы растений и животных [31–33].
АМП насекомых характеризуются большой ва'
риабельностью [15, 34]. В данной работе был
выделен новый пептид из тела богомола
Sphodromantis viridis и установлено, что он очень
эффективно подавляет рост грамположитель'
ных и грамотрицательных бактерий и некото'
рых патогенных грибков. Этот пептид, назван'
ный нами мастопаран'S, не имел аналогов сре'
ди всех известных АМП, но был высоко гомоло'
гичен мастопарану'В, пептидному токсину из
яда шершня Vespa basalis [35]. Мастопараны –
это семейство антимикробных пептидов, обна'
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Вид микроорганизма

Escherichia coli

Klebsiella pneumonia

Pseudomonas aeroginosa

Bacillus subtilis

Leuconostoc mesenteroides

Bacillus cereus

Aspergilus niger

Aspergilus fumigates

Сandidate albicans

Концентрация фракции S1, 
мкг/мл

10

20

40

60

80

100

MIC, мкг/мл*

28,3

26,7

24,2

17,6

19,8

15,1

24,6

19,3

20,4

Гемолитическая
активность, %*

0,2

0,25

0,46

1,2

2,3

2,9

Таблица 1. Значения MIC и гемолитической активности
для фракции S1

* Каждый эксперимент выполняли 3 раза.

Рис. 3. Зависимость цитотоксического действия мастопа'
рана'S на клетки HeLa от его концентрации. Клетки инку'
бировали в течение 24 ч с мастопараном'S в различных
концентрациях и определяли их выживаемость с использо'
ванием МТТ'теста. Все данные представлены как средние
значения ± s.d. по 3 независимым экспериментам
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руженных у насекомых отряда перепончатокры'
лых Hymenoptera [36]. АМП этого семейства об'
ладают различными биологическими активнос'
тями [37–41]. Мы установили, что мастопаран'S
даже в малых дозах существенно подавлял рост
различных бактерий и патогенных грибков. Од'
нако, в отличие от других АМП этого семейства,
он не проявлял значительной гемолитической
активности по отношению к эритроцитам чело'
века [42, 43]. Известно, что степень гидрофоб'
ности и величина положительного заряда явля'

ются важными факторами, отвечающими за ан'
тимикробную активность АМП [44, 45]. Поло'
жительный нетто заряд мастопарана'S был ра'
вен или превышал заряды других АМП семей'
ства мастопаранов, а его антимикробная актив'
ность: 15,1–28,3 мкг/мл – для бактериальных и
19,3–24,6 мкг/мл – для грибковых патогенов,
была выше, чем у других представителей этого
семейства [46–48].

Установлено, что в своих минимальных ин'
гибирующих концентрациях по отношению к
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Рис. 4. а – Сравнение путем выравнивания последовательности мастопарана'S и других АМП из различных источников.
Выравнивание последовательностей выполняли с использованием программы CLC Main Work Bench Ver.5.5; б – филоге'
нетическое древо мастопарана'S, построенное путем сравнения 10 АМР из пептидной базы данных методом «объедине'
ния ближайших соседей». Справа указаны названия каждой из 10 последовательностей. Достоверность древа была оцене'
на в 100 повторениях. Количество замен на одну аминокислотную позицию указано над каждой ветвью древа

а

pI

10,46

Гидрофобное
соотношение

50%

Гомологичные
пептиды

не найдено

Заряд нетто

+4

Фракция

S1

Последовательность

LRLKSIVSYAKKVL

Mr, Да

1618,03

Таблица 2. Физико'химические свойства фракции S1

б
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патогенам, мастопаран'S не токсичен для кле'
ток человека (HeLa), что выгодно отличало его
от большинства других АМП, токсичных по от'
ношению к различным клеткам, например, к
клеткам эпителия кишечника [49–52]. Посколь'
ку мастопаран'S обладает высокой антимикроб'
ной активностью по отношению к различным

патогенам и нетоксичен по отношению к эрит'
роцитам и другим клеткам человека in vitro, он
является подходящим кандидатом для исполь'
зования в качестве лекарственного противомик'
робного средства. Однако эффективность его
антимикробной активности in vivo еще предсто'
ит установить. 
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Первичная структура

Mr, Да

Фактический заряд нетто

Гемолитическая активность (20 мкМ), %

Антимикробная активность, мкг/мл

E. coli

K. pneumonia

Мастопаран'S

LRLKSIVSYAKKVL

1618,03

+4

3

28,3

26,7

Мастопаран'В

LKLKSIVSWAKKVL

1613,04

+4

71

8

64

Таблица 3. Физико'химические и биологические свойства мастопарана'S и мастопарана'В
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Antimicrobial peptides (AMPs) are members of the immune system that protect the host from infection. In this study,
a potent and structurally novel antimicrobial peptide was isolated and characterized from Sphodromantis viridis. This
14'amino acid peptide was purified by reverse'phase HPLC (RP'HPLC). Tandem mass spectrometry was used for
sequencing the peptide, and the results showed that the peptide belongs to the Mastoparan family. The peptide was
named Mastoparan'S. Mastoparan'S demonstrated antimicrobial activities against a broad spectrum of microorgan'
isms (Gram'positive and Gram'negative bacteria and fungi), and it was found to be more potent than common antibi'
otics such as kanamycin. Mastoparan'S showed more antimicrobial activity against the Gram'negative bacteria than
Gram'positive bacteria and fungi. The minimum inhibitory concentration (MIC) values for Mastoparan'S are sig'
nificant (15.1 to 28.3 μg/ml for bacterial and 19.3 to 24.6 μg/ml for fungal pathogens). In addition, this novel peptide
showed low hemolytic activity against human erythrocytes, but the hemolytic activity against human erythrocytes of
this new peptide was relatively weak. The in vitro cytotoxicity of Mastoparan'S was also evaluated on a monolayer of
normal human cells (HeLa) by the MTT assay, and the results illustrated that Mastoparan'S has significant cytotox'
icity at concentrations higher than 40 μg/ml and has no cytotoxicity at the MIC. The findings of this study reveal that
this novel peptide can be introduced as an appropriate candidate for treatment of topical infection.
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