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Ламовое антитело С1qNb75 
Длина участка связывания с 

С1q 
Аминокислотные остатки 

1 участок 8 52-60 
2 участок 4 102-105 
3 участок 3 32-34 
4 участок 5 72-76 

 
С помощью сервиса PIC (Protein Interactions Calculator, Molecular Biophysics Unit, Indian Institute 

of Science, Bangalore) установлено наличие 2 гидрофобных взаимодействий менее 5 ангстрем (Å) с 
Ala 54 и Val, Pro цепи B С1q. Водородная связь между 55 Gly и Аsp цепи В С1q c длиной связи 
2,86 Å. Водородные связи (2,77 Å и 2,67 Å) между 103,104 Pro и Gly соответствуют Тhr и His С1q. 
Взаимные водородные взаимодействия c длинами связи до 5 Å отмечены также для 59 His и 102 
Тhr C1q, 75 Аsp и 129 Аrg С1q, 32 Asn с 121 Asn С1q и 53 Тhr с 116 Аsp С1q. Установлено 3 ион-
ных взаимодействия c длиной связи до 6 Å. Между 59 His и 116 Asp С1q. 2 взаимодействия с 73 и 
75 Аsp c 129 Аrg С1q. На основе выявленных участков связывания антитела C1qNb75 предложены 
олигопептиды, предположительно являющиеся лигандами для связывания компонента системы 
комплемента С1q. In silico проведен скрининг связывания компонента C1q 21 олигопептидами. 
Для каждого олигопептида было получено 10 возможных вариантов связывания и в программе 
Chimera 1.15rc, рассчитаны значения RMSD l.b и RMSD u.b. для каждой позиции. Для дальнейших 
исследований in vitro были отобраны олигопептиды со средней энергией связывания ∆G ниже -5,5 
kcal / mol. Выявлены наилучшие олигопептиды, участки антитела C1qNb75: PGW (Pro-Gly-Trp) 
(103-105 аминокислотные остатки антитела C1qNb75) с энергией связывания компонента С1q -
5,67 (5,4; 5,81); HYA (His-Tyr-Ala) (59-61 аминокислотные остатки антитела C1qNb75) с энергией -
5,52 (5,39; 5,73) kcal / mol. 

Выводы. Скринниг и молекулярный докинг in silico олигопептидов, составляющих активный 
центр связывания С1q и антитела C1qNb75, выявили 2 перспективные для дальнейших экспери-
ментов по ингибированию активности С1q in vitro олигопептиды: PGW (Pro-Gly-Trp) и HYA (His-
Tyr-Ala).  
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В последние годы наблюдается значительное увеличение интереса исследователей к спорооб-

разующим бактериям рода Bacillus, которые широко используются в биотехнологии для получе-
ния генно-инженерного интерферона, инсулина, α-амилазы, липазы и ряда протективных антиге-
нов патогенных бактерий. Апатогенные спорообразующие бактерии рода Bacillus subtilis, являю-
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щиеся представителями транзитарной микрофлоры кишечника, способны синтезировать десятки 
разных антибиотикоподобных веществ, что до настоящего времени привлекает к ним пристальное 
внимание исследователей, занимающихся разработкой бактериальных пробиотических препара-
тов, а также изучением функционирования почвенных микробных комплексов. 

Самую большую группу микроорганизмов составляют аэробные спорообразующие бактерии. 
Множество микробиологов заняты изучением рода бактерий Bacillus, о которых написано боль-
шое количество статей, научных трудов и книг. B. subtilis – является одним из самых изученных 
микроорганизмов среди рода Bacillus. Польза данной бактерии подтверждена использованием её в 
различных сферах: медицине, животноводстве, растениеводстве и др., поскольку данный штамм 
обладает чрезвычайно высокой и разнообразной биохимической активностью. Также, одной из 
изученных спорообразующих бактерий является Bacillus clausii (B. clausii). В исследованиях на 
животных установлен факт перехода в течение 2 ч после введения препарата 90% спор B. clausii в 
вегетативные формы, что сопровождается интенсивной продукцией таких активных биологиче-
ских веществ, как протеолитические ферменты, субстанции с антибактериальной активностью, 
лизоцим, аминокислоты, витамины. 

В ходе исследования нами были самостоятельно выделены и идентифицированы некоторые 
спорообразующие бактерии из разных пробиотических препаратов (Ветом 1.1, Энтерожермина). 
Анализ чувствительности к антибиотикам бактерий рода Bacillus проводился с использованием 
диско-диффузионного метода, а анализ антагонистической активности спорообразующих штам-
мов данных микроорганизмов осуществлялась методом агаровых блоков.  

В ходе исследования была изучена чувствительность B. subtilis, выделенных из препарата «Ве-
том 1.1», B. clausii, выделенных из препарата «Энтерожермина» к антибиотическим препаратам 
широкого спектра действия. Высокий уровень резистентности к широкому спектру антибиотиче-
ских препаратов показали бактерии B. clausii (рисунок 1).  

 
 

Рисунок 1. – Анализ чувствительности штамма B. clausii к антибиотикам широкого спектра  
действия (1. РИФ - рифампицин, 2. ЭРН – эритромицин, 3. ГЕН – гентамицин, 4. ЦТК – цефотак-

сим, 5. ДОК – доксициклин, 6. КТМ -  кларитромицин, 7. АКЦ – амоксициллин, 8. СТР – стрептоми-
цин, 9. ЦФТ – цефалотин, 10. ЦИП – ципрофлоксацин) 

 
Следует отметить, что бактерии B. subtilis, выделенные из препарата «Ветом 1.1», показали 

наибольшую чувствительность к некоторым представителям групп тетрациклинов (ДОК 18±0,1) и 
макролидов (КТМ 18±0,2) (рисунок 2).  

 

 
Рисунок 2. – Анализ чувствительности штамма B. subtilis к антибиотикам (1. РИФ - рифампицин, 

2. СТР – стрептомицин, 3. АКЦ – амоксициллин, 4. ЦИП – ципрофлоксацин, 5. ЦФТ – цефалотин, 6. 
КТМ -  кларитромицин, 7. ДОК – доксициклин, 8. ЭРН – эритромицин, 9. ГЕН – гентамицин,  

10. ЦТК – цефотаксим) 
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Было показано, что штамм B. subtilis, выделенный из препарата «Ветом 1.1», проявляет 
наибольшую чувствительность по отношению к кларитромицину (18±0,2), доксициклину (18±0,1) 
и стрептомицину (17±0,1), в меньшей степени к остальным антибиотикам.  

B. clausii, выделенный из препарата «Энтерожермина» обладает высокой чувствительностью к 
доксициклину (19±0,2) и ципрофлоксацину (14±0,2), но в меньшей степени к гентамицину (8±0,4), 
рифампицину (5±0,3) и стрептомицину (4±0,3). Также можно заметить отсутствие чувствительно-
сти к амоксициллину у всех представленных штаммов спорообразующих бактерий. 

Наиболее высокий уровень устойчивости к антибиотикам широкого спектра действия показал 
штамм B. clausii, выделенный из препарата «Энтерожермина». В свою очередь, штамм B. subtilis, 
выделенный из препарата «Ветом 1.1», проявил чувствительность к широкому спектру антибиоти-
ков на 20% выше, чем B. clausii, выделенный из препарата «Энтерожермина». 

Также нами была изучена антагонистическая активность некоторых бактерий рода Bacillus к 
некоторым представителям условно-патогенной микрофлоры человека. Результаты показали 
низкую (до 10 мм) антагонистическую активность бактерий B. subtilis, выделенных из препарата 
«Ветом 1.1», в отношении некоторых условно-патогенных микроорганизмов.  

 
Таблица 1. – Антагонистическая активность бактерий B. subtilis, выделенных из препарата «Ветом 
1.1», в отношении условно-патогенных микроорганизмов 

 

Штамм 
Антагонистическая активность (зоны задержки роста, мм) 

Proteus mirabilis Proteus vulgaris Staphylococcus aureus 
B. subtilis 2±0,3 – 3±0,3 

 
Низкий уровень антагонизма B. subtilis, выделенных из препарата «Ветом 1.1» отмечался по от-

ношению Proteus mirabilis (ЗЗР 2 ± 0,3мм) и Staphylococcus aureus (ЗЗР 2 ± 0,3 мм). Также отмеча-
лось отсутствие антагонистической активности B. subtilis по отношению к Proteus vulgaris. 

В таблице 2 представлены результаты антагонистической активности бактерий B. clausii, выде-
ленных из препарата «Энтерожермина», свидетельствующие о способности данных бактерий 
угнетать рост и развитие большинства исследуемых тест-культур. 

 
Таблица 2. – Антагонистическая активность бактерий B. сlausii, выделенных из препарата «Энте-
рожермина», в отношении некоторых условно-патогенных микроорганизмов 

 

Штамм 
Антагонистическая активность (зоны задержки роста, мм) 

Proteus mirabilis Proteus vulgaris Staphylococcus aureus 
B. clausii 8±0,3 – 12±0,3 

 
Наиболее высокая антагонистическая активность бактерий B. clausii, выделенных из препарата 

«Энтерожермина», отмечалась в отношении Staphylococcus aureus (ЗЗР 12 ± 0,3мм). 
Таким образом, спорообразующие бактерии рода Bacillus показали различный уровень антаго-

нистической активности (слабый - до 10 мм, средний – 10-20мм). Самым активным антагонистам 
по отношению к условно-патогенной микрофлоре показал себя штамм бактерий B. clausii. Их 
средний уровень антагонистической активности проявился при их совместном культивировании с 
таким условно-патогенным микроорганизмам, как Staphylococcus aureus. Это доказывает эффек-
тивность препаратов на основе исследуемой спорообразующей бактерий и также оправдывает 
возможность расширения сферы её практического использования. Значительно меньшей антаго-
нистической активностью обладали бактерии B. subtilis. Наиболее низкий уровень антагонизма B. 
subtilis был показан к Proteus mirabilis (ЗЗР 2±0,3), что в 4 раза меньше, чем при культивировании 
с B. subtilis, выделенного из препарата «Ветом 1.1».  

Резюмируя все выше изложенное, можно утверждать о перспективности использования иссле-
дованных штаммов бактерий рода Bacillus, учитывая все их достоинства, а именно повсеместное 
распространение, высокую бактерицидную и бактериостатическую активность данных штаммов 
бактерий по отношению к условно - патогенным микроорганизмам. 
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Пальмитоксиацетон (ПА) – жирный кетон, образующийся в организме в результате свободно-

радикальной фрагментации лизофосфолипидов. Биологическая роль этого кетона не изучена. 
Ферментативные системы, приводящие к накоплению этого соединения в организме, отсутствуют. 
Лизофосфолипиды образуются в результате катализируемого фосфолипазами А2 (ФЛА2) гидроли-
за глицерофосфолипидов, локализованных в биологических мембранах и в липопротеинах [1]. В 
организме человека преобладают глицерофосфолипиды, в sn-1 положении которых находятся 
преимущественно остатки пальмитиновой либо стеариновой кислот, причем содержание остатков 
пальмитиновой кислоты доминирует [2]. Таким образом, при гидролизе таких фосфолипидов и 
последующей фрагментации образовавшихся лизофосфолипидов, одним из основных продуктов 
является ПА.  

Ранее на кафедре радиационной химии и химико-фармацевтических технологий показано, что 
взаимодействие лизофосфатидилхолина с активными формами кислорода (АФК) сопровождается 
фрагментацией липидной молекулы с образованием ПА [3]. Такой АФК-индуцированный нефер-
ментативный путь позволяет рассматривать это соединение как потенциальный биомаркер воспа-
ления. 

Основным источником АФК в организме являются нейтрофилы и моноциты. Эти клетки ми-
грируют в очаг воспаления, и уничтожают патогены, генерируя АФК [4]. Продукция АФК фаго-
цитами может приводить к фрагментации лизолипидов клеточных мембран с образованием паль-
митоксиацетона. Этот кетон может проявлять биологическую активность в отношении клеток, в 
первую очередь клеток крови, и модифицировать их свойства.   

Цель работы: изучить влияние пальмитоксиацетона на функциональные свойства нейтрофилов 
и мононуклеаров крови здоровых людей. 

Материалы и методы. В работе использовали декстран, гистопак-1077, питательную среду 
RPMI-1640, иодида пропидиум (PI), бычий сывороточный альбумин (БСА), 2′,7′-
дихлородигидрофлуоресцеин диацетат (Н2DСF-DА), Triton Х-100, JC-1 (5,5′,6,6′-тетрахлоро-
1,1′,3,3′-тетраэтил-бензамидозолокарбоцианин йодид), FCCP (карбонилцианид p-
трифторометоксифенилгидразон), Micrococcus lysodeikticus («Sigma», США), компоненты для 
приготовления фосфатного буферного раствора (ФБР) и сбалансированного буферного солевого 
раствора Эрла (СБСРЭ) («Анализ Х, Беларусь»). ПА был синтезирован на кафедре радиационной 
химии и химико-фармацевтических технологий. 

Нейтрофилы и мононуклеары выделяли из крови здоровых людей по стандартной методике [5]. 
Жизнеспособность клеток определяли флуоресцентным методом с использованием иодида пропи-
диума (PI, λвозб = 530 нм, λрег = 640 нм) на спектрофлуориметре (СМ 2203 «Солар», Беларусь) [6]. 
Секреторную дегрануляцию определяли по выходу лизоцима из нейтрофилов [7]. Активность ли-
зоцима в супернатанте оценивали по скорости лизиса клеточных стенок бактерий Micrococcus 
lysodeikticus спектрофотометрическим методом (λ=450 нм) на спектрофлуориметре СМ 2203 («Со-
лар», Беларусь). Генерацию Н2О2 изучали флуоресцентным методом с помощью зонда Н2DСF-DА 
(λex = 488 нм, λem = 530 нм) на спектрофлуориметре СМ2203 «Солар» (РБ). Продукцию Н2О2 сти-
мулировали добавлением 0,1 мкмоль/л хемотаксического пептида fMLP. Изменение митохондри-
ального потенциала клеток (ΔѰм) оценивали с помощью флуоресцентного зонда JC-1 (λex=490 нм, 
λem=530 нм, 590 нм) [8]. Отношение интенсивностей флуоресценции при 590 и 530 нм (I590/I530) 
пропорционально ΔѰм.  




