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Цель. Изучить механизм биологической активности очищенных антимикробных 

пептидов из тромбоцитов курицы домашней (Gallus gallus) с помощью электроаналитиче-

ских и сепарационных методов. 

Материалы и методы. В исследовании использовали очищенные пептиды из 

тромбоцитов кур. Дзета-потенциал бактериальных клеток рассчитывали по изменению 

электрофоретической подвижности; содержание ионов калия во внеклеточной среде опре-

деляли с помощью установки капиллярного электрофореза. 

Результаты. Установлена катионная природа антимикробных пептидов, получен-

ных из тромбоцитов курицы домашней, и их способность электростатически взаимодей-

ствовать с клеточной оболочкой микроорганизмов, нарушать целостность их барьерных 

структур. 

Заключение. С помощью электроаналитических и сепарационных методов детали-

зирован механизм антимикробного действия АМП из тромбоцитов G. gallus в отношении 

бактерий. 

Ключевые слова: катионные антимикробные пептиды, тромбоциты, Gallus gallus, 

дзета-потенциал, калий. 
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Objective.  The aim of this work was to study the mechanism of biological activity of the 

antimicrobial peptides (AMP) purified from the platelets of domestic chicken (Gallus gallus) 

using a various analytical methods. 
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Materials and methods. Zeta potential of bacterial cells was calculated by the changes in 

their electrophoretic mobility; content of the potassium ions in the extracellular medium was de-

termined by capillary electrophoresis. 

Results. In thus study a cationic nature of antimicrobial peptides derived from Gallus gal-

lus platelets was revealed. Ability to electrostatic interaction of AMP with the bacterial mem-

branes followed permeabilization of their barrier structures was shown. 

Conclusion. The mechanism of antimicrobial action of AMP derived from G. gallus 

platelets against bacteria was studied using an electroanalytical and separation methods. 

Keywords: cationic antimicrobial peptides, platelets, Gallus gallus, Zeta potential, 

kalium. 

 

Введение 

Коэволюция макро- и микроорганизмов привела к возникновению  

врождённого иммунитета животных, основанного на продукции 

разнообразной группы пептидов и белков [1]. В настоящее время описано 

порядка четырёх тысяч различных антимикробных пептидов (АМП) [2], 

выделенных из живых существ различного уровня организации, что является 

убедительным доказательством универсальности и эволюционной древности 

этих элементов системы врожденного иммунитета.  

Сочетание современных методов хроматографии, геномики и 

протеомики только в 2014 г. позволило охарактеризовать 104 новых пептида 

с известной аминокислотной последовательностью и выраженной 

антимикробной активностью [3]. 

Многие авторы уделяют внимание изучению биологических эффектов, 

проявляемых АМП [4-6]. Однако работ, посвященных антимикробным 

пептидам из тромбоцитов и кровяных пластинок человека и животных, не 

много [7, 8]. Между тем известно, что тромбоцитарные катионные белки 

характеризуются широким спектром бактерицидной активности, а также 

обладают иммуномодулирующей и гомеостазирующей функциями [9]. 

В этой связи выделение и исследование механизмов биологической ак-

тивности антимикробных пептидов из тромбоцитов кур является актуальным 

как в плане накопления фундаментальных знаний о межвидовых особенно-

стях биосинтеза тромбоцитарных АМП, так и с точки зрения использования 

тромбоцитов птицы в качестве источника агентов при создании новых про-

тивоинфекционных препаратов. 

Вышеизложенное предопределило цель настоящего исследования: изу-

чение механизма биологической активности очищенных АМП из тромбоци-

тов курицы домашней (Gallus gallus) с помощью электроаналитических и се-



Бюллетень Оренбургского научного центра УрО РАН (электронный журнал), 2016, № 1 

3 

 

парационных методов.  

Материалы и методы 

При проведении работы брали очищенные фракции антимикробных 

пептидов из тромбоцитов курицы домашней (G. gallus).  

Для изучения механизмов биологической активности АМП из тромбо-

цитов использовали музейные штаммы Staphylococcus aureus P209 и Esche-

richia coli K12.  

Дзета-потенциал интактных бактериальных клеток и клеток, подверг-

нутых воздействию АМП в минимальной бактерицидной концентрации, ус-

тановленной нами ранее [10], регистрировали в суспензии на измерителе дзе-

та-потенциала Photocor compact-Z (Фотокор, Россия). Дзета-потенциал бакте-

риальных клеток рассчитывали по изменению электрофоретической подвиж-

ности с использованием уравнения Смолуховского. 

Для измерения концентрации внеклеточных ионов калия при воздейст-

вии антимикробных пептидов клетки тест-штаммов S. aureus и E. coli дважды 

отмывались изотоническим раствором NaCl и суспензировались в дистилли-

рованной воде. Затем в реакционную среду вносили очищенные антимикроб-

ные пептиды и инкубировали при 37
0
С в течение часа. Клетки, инкубирован-

ные с АМП (опыт) и без него (контроль), осаждались при 10000 об/мин в те-

чение 10 мин. Полученный супернатант исследовался на содержание ионов 

калия с использованием системы капиллярного электрофореза «Капель» 

(Люмэкс, Россия). Полученные результаты обрабатывали с использованием 

непараметрического рангового критерия Уилкоксона.  

Результаты и обсуждение 

В результате проведенных исследований установлено, что  интактные 

клетки S. aureus P209 и E. coli K12 обладали отрицательными значениями 

дзета-потенциала (–24±0,2 и –36±0,5 мВ, соответственно). Отрицательные 

значения потенциала клеток, очевидно, являются следствием суммарного 

присутствия отрицательно заряженных молекул липидов, липолисахаридов, а 

также тейхоевых и липотейхоевых кислот в составе клеточной стенки 

грамотрицательных и грамположительных бактерий, соответственно [11]. 

Соинкубирование исследуемых бактерий с АМП из тромбоцитов кури-

цы домашней в течение 15 минут приводило к смещению значения дзета-

потенциала S. aureus с –24±0,2 до –4±0,01 мВ (p<0,05). Дзета-потенциал 
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эшерихий, обработанных АМП, также оказывался менее отрицательным 

(p<0,05) и изменялся с контрольных величин до –11±0,10 мВ (рис. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 1. Изменение дзета-потенциала E. coli и S. aureus в присутствии 

АМП из тромбоцитов курицы домашней.  

Примечание: * – достоверность различий выраженности дзета-потенциала 

S. aureus и E. coli в контроле и после соинкубирования с АМП из 

тромбоцитов курицы домашней (p<0,05) (критерий Уилкоксона). 

 

Таким образом, первоначальное взаимодействие компонентов экстракта 

тромбоцитов с бактериальными клетками происходит за счет 

электростатического взаимодействия разноименно заряженных молекул, 

причем значительных различий в подобном взаимодействии от типа строения 

клеточной стенки бактерий не выявлено. В данном случае изменение заряда 

происходило на сопоставимые величины как у золотистых стафилококков, 

так и у эшерихий. 

Наряду с поверхностным зарядом важным параметром бактериальных 

клеток является постоянная концентрация ионов К
+
. Благодаря разности 

электрических потенциалов между клеткой и средой, создаваемой Nа
+
/Н

+
-

антипортером, калий проникает внутрь клетки, и в благоприятных для 

бактериальной клетки условиях внутри поддерживается постоянная 

концентрация ионов К
+
, где она значительно больше, чем во внеклеточном 

пространстве. На этом факте основаны методики исследования 

пермеабилизации барьерных (мембранных) структур клеток при воздействии 

различных агентов. 
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Поэтому на следующем этапе исследования с использованием метода 

капиллярного электрофореза была дана оценка изменения содержания ионов 

К
+
 во внеклеточной среде микроорганизмов, соинкубированных с АМП из 

тромбоцитов G. gallus.  

Установлено, что во внеклеточной жидкости бактериальных клеток 

S. aureus содержание ионов калия оказалось ниже пределов детектирования 

прибора (не обнаружено). Обработка культуры фракциями экстракта 

тромбоцитов в МБК приводила к выходу ионов калия во внеклеточную 

среду, где они детектировались в концентрации 50 мкг/мл (таблица). 

Таблица.  Концентрация калия во внеклеточной среде микроорганизмов 

при взаимодействии с АМП 

Штамм 
Экспериментальная 

группа 

Концентрация ионов К
+
, 

мкг/л 

S. aureus 
контроль 0 

опыт 50±0,23 

E. coli 
контроль 30±0,18 

опыт 130±0,25 

 

Клетки грамотрицательных микроорганизмов E. coli оказались 

осмотически менее устойчивыми – при инкубации контрольных образцов в 

течение часа концентрация ионов калия во внеклеточной среде составляла 30 

мкг/мл; в свою очередь внесение тестируемого препарата (АМП) приводило 

к освобождению еще 100 мкг/мл К
+
. 

Таким образом, оценивая результаты капиллярного электрофореза 

исследуемых образцов, можно констатировать преимущественно 

мембранолитический механизм действия антимикробных пептидов, 

выделенных из тромбоцитов курицы домашней, на бактерии с различным 

типом строения клеточной стенки, о чем свидетельствовал выход во внекле-

точное пространство значительного количества ионов К
+
, локализованного, 

главным образом, внутриклеточно. 

Заключение 

Важнейшим и интегральным биофизическим параметром клетки 

является поверхностный заряд, который оценивают, измеряя 

электрокинетический потенциал (дзета-потенциал), характеризующий 
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величину потенциала двойного электрического слоя на поверхности клетки. 

Определение величины дзета-потенциала клеток используется в клеточной 

биологии для анализа состояния мембран, оценки действия лекарственных 

средств и мембранотропных материалов [12].  

Измерение дзета-потенциала позволило констатировать нейтрализацию 

отрицательного заряда клеточной оболочки при обработке бактерий тромбо-

цитарными АМП, что свидетельствует об их катионной природе и электро-

статическом характере первоначального взаимодействия с микрорганизмами.  

На мембранолитический механизм действия пептидов, выделенных из 

тромбоцитов кур, на бактерии с различным типом строения клеточной 

стенки, указывает выход значительного количества ионов К
+
, 

локализованного преимущественно внутриклеточно, что находит 

подтверждение в работе других авторов по оценке механизма 

бактерицидного действия гибридных АМП [13] и согласуются с 

результатами исследований S.P. Koo et al. (1997, 1999), которые отмечали 

пермеабилизацию мембран под воздействием АМП из кровяных пластинок 

человека [14, 15]. 

Таким образом, применение электроаналитических и сепарационных 

методов позволило детализировать механизм антимикробного действия АМП 

из тромбоцитов  G. gallus в отношении бактерий. 

 (Работа выполнена при поддержке РФФИ, грант № 14-04-97067 р_поволжье_а). 
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