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В данной работе рассматриваются методы выделения, очистки
и идентификации антибактериальных компонентов из экстрактов
Calleria Mellonella.
Анализ белков, содержащихся в экстракте, проводили методом

электрофореза в 7,5% полиакриламидном геле. Показано, что белко-
вые фракции, обладающие антибактериальной активностью, содержат
индивидуальный белок.

Введение

В настоящее время насекомые привлекают к себе пристальное внимание
исследователей как источники биологически активных веществ. В послед-
ние годы из насекомых выделено большое число антимикробных пептидов,
которые по силе действия сопоставимы с антибиотиками и могут быть ис-
пользованы для лечения бактериальных и грибковых инфекций [1–3].

Уникальным представителем мира насекомых является большая воско-
вая моль Galleria mellonella L из семейства огневок (Pyralidae, Lepidoptera).
Она уже несколько веков используется в народной медицине как средство
для лечения туберкулеза и мужского бесплодия. Она получила свое на-
звание за чрезвычайно редкую для животных способность переваривать
и усваивать пчелиный воск, благодаря наличию фермента церазы. Нали-
чие этого фермента позволяет личинкам переваривать и воскоподобные обо-
лочки туберкулезных бактерий. Другие бактерии уничтожаются благодаря
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наличию антибактериальных лизоцим-подобных белков и цекропин-подоб-
ных пептидов [4–6]. В гемолимфе иммунизированных личинок обнаружены
неспецифические бактериолизины, представляющие собой основные белки,
обладающие лизоцим-подобной активностью [4, 5, 7–9]. Аналогичные белки
найдены в гемолимфе личинок других видов чешуекрылых [1–3, 10–12].

В последнее время во многих работах сообщается о выделении из ли-
чинок различных насекомых цекропин-подобных пептидов с антибактери-
альной активностью [13–16]. Получены рекомбинантные антибактериальные
белки [17]. Имеются данные об использовании генных конструкций цекро-
пина, включенных в липосомы для предотвращения рестеноза [1]. Извест-
но, что мембранно-активные катионные пептиды проявляют и увеличивают
цитотоксичность доксорубицина в отношении к опухолевым клеткам [18].

Антибактериальные пептиды могут обладать побочным гемолитическим
действием, что ограничивает их использование в качестве лечебных пре-
паратов [13]. При разработке лекарственных препаратов на основе анти-
бактериальных пептидов проводят их химическую модификацию с целью
снижения токсического действия и предотвращения протеолитического рас-
щепления в организме [13].

Целью данной работы являются выделение и идентификация антибак-
териальных пептидов из экстрактов личинок восковой моли.

1. Материалы и методы исследования

Для гель-хроматографии использовали колонку (1.2× 83 см), заполнен-
ную сефадексом LH-20. Элюцию проводили 34% этанолом.

Концентрацию белка в полученных фракциях определяли по мето-
ду Лоури, используя калибровку по бычьему сывороточному альбумину
(”Sigma”). Измерение оптической плотности проводили на спектрофотомет-
ре ЛОМО СФ-46.

Электрофорез проводили в 7,5% полиакриламидном геле (ПААГ) в ще-
лочной буферной системе (pН = 9.2). Для электрофореза использовали уни-
версальный источник питания УИП-1, реактивы и камеру фирмы ”Reanal”.
Электрофореграммы окрашивали амидочерным В.

1.1. Личинки большой восковой моли

В работе использовались личинки большой восковой моли (Galleria
mellonella), полученные из двух разных источников. Одни личинки выросли
в Самарской области в природных условиях на естественном корме, другие
выращивались в ИТЭБ РАН (г.Пущино) в лабораторных условиях на ис-
кусственной питательной среде (Патент РФ, №2038086). Для эксперимента
были отобраны целые, подвижные особи, находившиеся в стадии развития,
предшествующей окукливанию.
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1.2. Получение ацетонового порошка из личинок восковой
моли

Ацетоновый порошок готовили из личинок, выращенных в лаборатор-
ных условиях в ИТЭБ РАН, г. Пущино. Целые живые личинки большой
восковой моли заливали несколькими объемами ацетона, предварительно
охлажденного до −20◦С, и растирали в фарфоровой ступке при 4◦С 1–2 ми-
нуты. Полученный гомогенат быстро отфильтровывали на воронке Шотте.
Осадок промывали охлажденным ацетоном, просушивали на воздухе при
комнатной температуре и помещали в вакуумный эксикатор. Ацетоновый
порошок хранили при 5◦С.

1.3. Получение экстрактов личинок большой восковой моли

Спиртовые экстракты 1 и 2 получали из личинок, выращенных в есте-
ственной среде (Самарская обл.).

Для получения экстракта 1 проводили экстракцию биологически актив-
ных веществ (БАВ) из целых личинок без предварительной гомогенизации.

При получении экстракта 2 навеску личинок большой восковой моли
предварительно растирали в фарфоровой ступке, из полученного гомоге-
ната экстрагировали БАВ. Экстракцию БАВ из личинок проводили 40%
этанолом (450 мл 40% этанола на 100 г личинок) при комнатной темпера-
туре в темноте и в течение 20 дней по методу, применяемому в народной
медицине и гомеопатии. Полученные экстракты хранили в темноте при 4◦С.

Экстракт представлял собой биологически активную пищевую добав-
ку ”Натуральный экстракт доктора Мухина”, производимую в ИТЭБ РАН
г.Пущино. Данный препарат получают по запатентованной технологии
спиртовой экстракцией личинок Galleria mellonella, выращиваемых в ла-
бораторных условиях на искусственной питательной среде (Патент РФ
№2038086). Экстракт хранили в темноте при 4◦С. Полученные экстракты
содержали этиловый спирт в концентрации 34%.

Экстракцию БАВ буферными растворами проводили из ацетонового по-
рошка, полученного из личинок большой восковой моли, выращенных в
ИТЭБ РАН. Навеску ацетонового порошка (2 г) заливали буфером (10 мл)
и тщательно перемешивали в течение нескольких минут. После перемеши-
вания смесь помещали в холодильник (+10; +14◦С) на неделю. Экстракцию
БАВ осуществляли путем настаивания гомогената в соответствующей бу-
ферной системе с периодическим перемешиванием. По окончании экстрак-
ции суспензию отфильтровывали на воронке Шотте. Полученные экстрак-
ты хранили в темноте при 4◦С.

Для экстракции БАВ из ацетонового порошка использовали буферные
системы с разными значениями рН:

1) трис-глициновый буфер (рН 8,3 ± 0,02),
2) фосфатный буфер (рН 7,017 ± 0,02),
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3) цитратный буфер (рН 6,0 ± 0,02).

1.4. Определение антибактериальной активности

В качестве тестового микроорганизма использовались бактерии
Escherichia coli. Cуточный инокулят E.coli, выращивали на среде следу-
ющего состава (г/л): пептон — 5 г; глюкоза — 10 г; NaCl— 4,68 г; KCl—
1,49 г; NH4Cl— 1,07 г; CaCl2 —0,44 г; трис — 6 г; K2HPO4 —1,55 г; MgS O4 —
5 г; pH 7,0 ± 0,02. Далее проводили посев на чашки Петри, которые
затем инкубировали при 37◦С в течение суток. Стерильные бумажные
диски (диаметр 0,6 см) пропитывали тестируемыми препаратами и поме-
щали на свежие посевы во влажном состоянии. Количество повторов для
каждой пробы равно 8. Контролем служили диски, пропитанные экстра-
гирующим раствором. Стерилизацию дисков осуществляли с помощью
УФ-бактерицидных ламп. Антибактериальную активность экстрактов и
фракционированных пептидов оценивали по размерам зон ограниченного
роста E.coli (отсутствие колоний или наличие единичных точечных ко-
лоний) вокруг дисков. Достоверность результатов вычисляли с помощью
критерия Фишера–Стьюдента.

2. Результаты и их обсуждение

2.1. Антибактериальная активность спиртовых экстрактов
личинок восковой моли

В табл. 1 приведены результаты исследования антибактериальной ак-
тивности спиртовых экстрактов личинок.

Таблица 1
Ширина зон задержки роста E.coli на плотной среде

со спиртовыми экстрактами личинок большой восковой моли

Проба
Зона

задержки
роста, мм

Достоверность
различий

(к контролю)
Контроль(34% этиловый спирт) 6, 62 ± 0, 11
Экстракт №1 (изготовленный из

целых личинок без гомогенизации) 6, 86 ± 0, 07
Достоверных
различий нет

Экстракт №2 (изготовленный из
гомогенизированных личинок) 7, 48 ± 0, 18 p > 0, 99

Экстракт №3 (”Натуральный
экстракт доктора Мухина”) 7, 50 ± 0, 24 p > 0, 99

Расширение зоны задержки роста E.coli обнаруживается в спиртовых
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экстрактах №2 и №3, что, возможно, свидетельствует о наличии в данных
экстрактах компонентов, обладающих бактериостатическим действием.

2.2. Антибактериальная активность буферных экстрактов
личинок восковой моли

Результаты представлены в табл. 2.

Таблица 2
Ширина зон задержки роста E.coli на плотной среде

в присутствии водорастворимых экстрактв
личинок большой восковой моли

Проба рН Зона задержки
роста, мм

Экстракт из ацетонового порошка на
основе трис-глицинового буфера 8, 3 ± 0, 02 6, 00 ± 0, 00

Контроль (трис-глициновый буфер) 8, 3 ± 0, 02 5, 83 ± 0, 17
Экстракт из ацетонового порошка на

основе фосфатного буфера 7, 17 ± 0, 02 6, 86 ± 0, 60

Контроль (фосфатный буфер) 7, 17 ± 0, 02 6, 17 ± 0, 24
Экстракт из ацетонового порошка на

основе нитратного буфера 6, 0 ± 0, 02 6, 00 ± 0, 00

Контроль (цитратный буфер) 6, 0 ± 0, 02 6, 67 ± 0, 29

Исследование влияния водорастворимых экстрактов большой восковой
моли на рост E.coli показало, что компоненты, обладающие бактериостати-
ческим действием, скорее всего не поступают в экстракты, так как досто-
верных изменений зон задержки роста E.coli не обнаруживается. Возможно
также, что антибактериальные компоненты разрушаются в процессе при-
готовления ацетонового порошка.

2.3. Выделение и очистка антибактериальных компонентов
из препарата ”Натуральный экстракт доктора Мухинa”

На основании результатов, полученных в ходе экспериментов по экс-
тракции БАВ из личинок большой восковой моли, представленных в табл.
1 и 2, было принято решение использовать для выделения антибактериаль-
ных компонентов препарат ”Натуральный экстракт доктора Мухина”, по-
скольку этот препарат проявил самую высокую антибактериальную актив-
ность. Нами была разработана методика биохимического разделения био-
логически активных компонентов экстракта.

С целью выделения фактора, отвечающего за антибактериальную актив-
ность, было проведено биохимическое фракционирование экстракта личи-
нок большой восковой моли. Экстракт личинок большой восковой моли под-
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Рис. Гель-хроматография экстракта личинок большой восковой моли на
колонке с сефадексом LH-20 (1, 2 × 83 см). Элюцию проводили 34% этанолом.

Заштрихованы фракции 7 и 14.

вергали гель-хроматографии на колонке с сефадексом LH-20 (1.2 × 83 см).
Элюцию проводили 34% этанолом. На колонку наносили 2,5 мл экстракта
личинок большой восковой моли. Было собрано 20 фракций по 4 мл. Те-
стирование всех фракций на спектрофотометре при длине волны 280 нм,
показало, что фракции 7 и 14 обладают самой высокой оптической плот-
ностью, 1,162 и 1,244, соответственно (рисунок).

2.4. Антибактериальная активность фракций

Антибактериальную активность определяли во фракциях 7 и 14. Резуль-
таты эксперимента представлены в табл. 3.

Расширение зоны задержки роста E.coli обнаруживается в спиртовых
фракциях 7 и 14, что, возможно, свидетельствует о белковой природе бакте-
риостатиков, предположительно входящих в состав данных фракций. Опре-
деление содержания белка во фракциях 7 и 14 проводили по методу Лоури.
Для получения калибровочной кривой использовали бычий сывороточный
альбумин (”Sigma”). Результаты представлены в табл. 4.
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Таблица 3
Ширина зон задержки роста E.coli на плотной среде

в присутствии спиртовых фракций 7 и 14

Проба
Зона

задержки
роста, мм

Достоверность
различий

(к контролю)
Контроль (34% этиловый спирт) 6.75 ± 0.10

Фракция 7 7, 66 ± 0, 17 p > 0, 99
Фракция 14 7, 44 ± 0, 16 p > 0, 99

Таблица 4
Содержание белка во фракциях 7 и 14

Номер фракции Содержание белка
(мкг/мг)

7 204 ± 3
14 136 ± 2

3. Анализ белков, содержащихся во фракциях 7 и 14,
электрофорезом в полиакриламидном геле

В результате проведения электрофореза в каждой из фракций 7 и 14
было обнаружено по одному белку. Белки различались по электрофорети-
ческой подвижности.

Данным исследованием продемонстрировано наличие антибактериаль-
ной активности в спиртовых экстрактах личинок восковой моли, наиболь-
шая активность обнаружена в разработанном в ИТЭБ РАН препарате
”Натуральный экстракт доктора Мухина”. Известно, что препарат обла-
дает противотуберкулезным, иммуностимулирующим и антиоксидантным
действием а также эффективен при бронхитах, пневмониях, хронических
бронхо-легочных заболеваниях [19–27]

Полученные нами данные свидетельствуют, что лечебный эффект препа-
рата может также определяться наличием антибактериальной активности.

Нами выделены две белковые фракции с антибактериальной активно-
стью, каждая из которых содержит индивидуальный белок. В дальнейшем
мы предполагаем исследовать свойства полученных белков.

Белки с антибактериальной активностью из личинок Galleria mellonella,
по-видимому, можно будет использовать для разработки на их основе но-
вых лекарственных препаратов.

Работа выполнена при поддержке ОАО ”ДИОД”, Программы фунда-
ментальных исследований Президиума Российской академии наук ”Фунда-
ментальные науки —медицине” и Программы российской академии Наук
”Поддержка инноваций”.
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Methods of extraction, rectification and identification of antibacteri-
al components from extracts of Galleria Mellonella are reviewed in this
work. The analysis of the proteins contained in the extract was carried
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shown that protein fractions with antibacterial activity contain individual
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