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За время своего длительного существования ракообразные, несмотря на отсутствие высокоспеци-
фичной адаптивной иммунной системы, как у позвоночных, успешно адаптировались к выжива-
нию в своей естественной среде обитания, богатой микроорганизмами, в том числе благодаря нали-
чию антимикробных пептидов. Один из ценных источников антимикробных пептидов – гепато-
панкреас, представляющий отходы промысла и переработки краба. Методом зимографии и
1H-ЯМР-спектроскопии нами было обнаружено, что в состав экстракта из гепатопанкреаса краба-
стригуна входит небольшой пептид (около 3 кДа), который гидролизует клеточную стенку и поли-
сахарид клеточной стенки M. lysodeikticus. Найденный пептид может представлять интерес для
практического применения. Из гепатопанкреаса камчатского краба с помощью хроматографии на
гепарин-сефарозе был выделен белок (около 14 кДа), который также проявляет активность в отно-
шении клеточной стенки грамположительной бактерии M. lysodeikticus, что было показано метода-
ми зимографии и турбидиметрии.
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Рост невосприимчивых к антибиотикам пато-
генов, имеющих механизмы резистентности к су-
ществующим противомикробным препаратам, 
серьезно ограничивают возможности для лечения 
распространенных инфекций, поэтому актуаль-
ной задачей является поиск новых лекарственных 
средств с антибактериальной активностью. В ка-
честве перспективных кандидатов для создания 
таких препаратов могут выступать антимикроб-
ные пептиды (АМП). АМП являются одним из 
основных компонентов врожденной иммунной 
защиты и встречаются во всех царствах: от 
бактерий до млекопитающих. Перспективность 
использо-

вания АМП объясняется их небольшим разме-
ром, системным действием, высоким сродством и
широким спектром активности, устойчивостью к
протеолизу, быстрым подавлением роста бакте-
рий и грибов, ограниченной иммуногенностью и
отсутствием резистентности к ним у бактерий [1].
Многообещающим источником для открытия
биоактивных пептидов являются морские беспо-
звоночные, которые представляют собой пойки-
лотермные организмы, ферменты которых спо-
собны функционировать в широком диапазоне
температур. На данный момент антимикробная
активность была обнаружена у нескольких деся-
тиногих ракообразных, включая омаров, крабов,
креветок и пресноводных раков, как в гемолимфе
или гемоцитах, так и в других органах [2–5]. 

Сокращения: АМП – антимикробный пептид, ГПК – гепа-
топанкреас краба, ЯМР – ядерно-магнитный резонанс. 

УДК 577.152.3:595.384

БИОФИЗИКА CЛОЖНЫX CИCТЕМ



БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

БЕЛКИ ГЕПАТОПАНКРЕАСА КРАБА-СТРИГУНА И КАМЧАТСКОГО КРАБА 811

Мощная антимикробная активность у ракооб-
разных объясняется тем, что ракообразные по-
стоянно подвергаются воздействию различных
патогенов. Ведущими молекулярными фактора-
ми врожденной иммунной системы являются ан-
тимикробные белки и пептиды. На данный
момент уже выделено несколько семейств анти-
микробных белков и пептидов (крустины, пене-
идины, антилипополисахаридные факторы, ли-
зоцимы и др.), а также постоянно появляются но-
вые индивидуальные микробные пептиды
ракообразных [6]. 

Одним из источников новых АМП может вы-
ступать гепатопанкреас, пищеварительная железа
членистоногих и моллюсков. Важным фактом яв-
ляется то, что гепатопанкреас представляет собой
отходы промысла крабов [7]. Надо отметить, что
основная доля добычи краба в РФ приходится на
крабов из отряда Decapoda: краба-стригуна опи-
лио (инфраотряд Brachyura) и камчатского краба
(инфраотряд Anomura). Но к настоящему времени
имеется лишь ограниченное число работ, посвя-
щенных изучению ферментов из гепатопанкреаса
этих видов краба, в основном коллагеназ, хитиназ
и протеаз [7–9].

На сегодняшний день АМП камчатского краба
мало изучены. Первые шаги к исследованию ан-
тибактериальной активности в органах камчат-
ского краба были сделаны в работе [10]. В экс-
трактах гемолимфы, гемоцитов, а также некото-
рых тканей камчатского краба была обнаружена и
антибактериальная активность в отношении
грамотрицательных микроорганизмов V. anguil-
larum, E. coli и грамположительных бактерий
C. glutamicum, а также слабая активность в отно-
шении грамположительного микроорганизма
S. aureus. Исследования термостабильности и
устойчивости к протеиназам показали, что анти-
бактериальные факторы из камчатского краба
имеют белковую природу, а также обладают лизо-
цимподобной и гемолитической активностью.

Кроме того, в гемоцитах удалось найти и оха-
рактеризовать три катионных пептида, богатых
цистеином (Cys), названных паралитоцинами 1–
3 [11], и хотя они не проявляли антимикробной
активности в отношении целевых штаммов
E. coli, P. aeruginosa или S. aureus, была обнаруже-
на умеренная антимикробная активность в отно-
шении нескольких штаммов морских микроорга-
низмов. Кроме того, скрининг библиотеки кДНК
выявил последовательность крустина, катионно-
го Cys-богатого белка, в гемоцитах камчатского
краба, кодирующую зрелый пептид из 98 амино-
кислот. Крустин камчатского краба был отнесен
к группе крустинов II типа [12]. 

Гепатопанкреас (ГПК) камчатского краба, со-
держащий огромное количество еще не исследо-
ванных белков и пептидов, может представлять

огромный интерес как источник АМП. Первое
упоминание об антибактериальных свойствах
экстракта из гепатопанкреаса камчатского краба
приводится в работе [10]. Нами в экстракте ГПК
камчатского краба был обнаружен пептид (около
5 кДа) [13], гидролизующий как клеточную стен-
ку M. lysodeikticus, так и полисахарид, входящий в
состав пептидогликана клеточной стенки
M. lysodeikticus. Расщепление полисахарида под-
тверждалось также методом 1H-ЯМР-спектро-
скопии. Анализ антибактериальной активности
полученных экстрактов в отношении грамотри-
цательного микроорганизма E. coli и грамполо-
жительного B. cereus показал, что в присутствии
экстракта пептидов прекращался рост клеток
B. cereus, и на начальном этапе роста сильно за-
медлялся рост E. coli. Эффективность в отноше-
нии грамположительных бактерий был немного
выше по сравнению с лизоцимом. 

Работы, посвященные исследованию АМП
краба-стригуна также немногочисленны. В от-
дельных работах показано, что обработка проте-
азами гомогенатов отходов краба-стригуна опи-
лио, таких, как цефалоторакс, органы пищевари-
тельной системы, приводит к появлению
пептидных фракций с высокой антибактериаль-
ной активностью, особенно в случае гепатопан-
креаса [14, 15]. 

Авторы работы [16] провели тестирование на
антибактериальную активность фракций из гепа-
топанкреаса краба-стригуна, полученных после
его гидролиза с помощью эндопротеазы «Прота-
мекс» и концентрирования твердофазной экс-
тракцией. Было обнаружено, что полученные
фракции проявляли антибактериальную актив-
ность в отношении грамположительной
L. innocua. С помощью масс-спектрометрии были
идентифицированы одиннадцать пептидов (1.0–
2.2 кДа), имеющих по меньшей мере 80% амино-
кислотной гомологии с четырьмя антимикроб-
ными пептидами. Два пептида имели гомологию
с крустин-подобным пептидом черной тигровой
креветки и антимикробным пептидом GAPDH
желтоперого тунца. Также были идентифициро-
ваны пептиды, имеющие гомологию с антибакте-
риальным пептидом Одорранаин-С7 из лягушки
Odorrana grahami и предполагаемым антибактери-
альным пептидом азиатской божьей коровки
Harmonia axyridis. 

В данной работе были выделены экстракты
низкомолекулярных белковых фракций из аце-
тонового порошка гепатопанкреаса краба-стри-
гуна и гепатопанкреаса камчатского краба, по-
лучение которого включало стадию водной экс-
тракции, которая, по нашим предположениям,
позволила бы сохранить максимальное количе-
ство низкомолекулярных белков. Было проведе-
но исследование их активности в отношении
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клеточной стенки грамположительной бактерии
M. lysodeikticus и полисахарида клеточной стен-
ки M. lysodeikticus методами зимографии и
1H-ЯМР-спектроскопии. Методом аффинной
хроматографии экстракта из гепатопанкреаса
камчатского краба на гепарин-сефарозе была
получена фракция белка, для которого также
была оценена антибактериальная активность в
отношении клеточной стенки грамположитель-
ной бактерии M. lysodeikticus.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Для экстракции веществ липид-
ной природы при получении ацетонового порош-
ка гепатопанкреаса использовали ацетон квали-
фикации «осч» и н-бутиловый спирт квалифика-
ции «ч». 

Для экстракции пептидов использовали аце-
тонитрил квалификации «осч», трифторуксусную
кислоту квалификации «ч», дитиотреитол (ДТТ)
(Sigma, США) и муравьиную кислоту квалифика-
ции «ч».

Реактивы для электрофореза: акриламид,
N,N'-метилен-бис-акриламид, аммоний надсер-
нокислый, глицин, глицерин – фирмы Amresco
(США); додецилсульфат натрия  – Fluka (Швей-
цария); тетраметилэтилендиамин, бромфеноло-
вый синий, Кумасси R-250 – Serva (Германия);
β-меркаптоэтанол, трис(гидроксиметил)амино-
метан  – Sigma (США). 

В качестве ЯМР-стандарта использовали
3-триметилсилил-[2,2,3,3-2H4] пропионат натрия
(Sigma, США). Тяжелая вода (D2O, 99.9% дейте-
рирования) была фирмы Sigma (США). 

Остальные химические вещества, используе-
мые в эксперименте, такие как Na2HPO4 и
NaH2PO4, гидроксид натрия, хлорид натрия, аце-
тат натрия, имели квалификацию «чда». 

Получение ацетонового порошка гепатопанкреа-
са камчатского краба. Перед использованием мо-
роженый гепатопанкреас без размораживания
измельчали на куттере, заливали охлажденным до
–20°C ацетоном (соотношение по массе
ГПК : ацетон = 1 : 8 – на 1 кг ГПК 10 л ацетона),
выдерживали 15–20 ч в морозильной камере при
‒20°С и периодическом перемешивании. Затем
суспензию фильтровали на нутч-фильтре через
слой фильтровальной бумаги. Осадок собирали и
повторяли экстракцию охлажденным ацетоном
2–3 раза по 1 ч до полного обесцвечивания филь-
трата. 

Далее осадок заливали охлажденным до –20°C
н-бутанолом (1 : 10) и оставляли при периодиче-
ском перемешивании в морозильной камере на
15–20 ч. Суспензию отделяли от раствора филь-

трованием и промывали охлажденным н-бутано-
лом аналогично обработке ацетоном. 

После экстракции н-бутанолом повторяли об-
работку охлажденным ацетоном до полного уда-
ления следов н-бутанола. 

Промытый обезжиренный осадок белков су-
шили. Сушку выполняли предварительно в ваку-
умном сушильном шкафу ШСВ-45к (Медфиз-
прибор, СССР) для удаления ацетона и оконча-
тельно в лиофильной сушилке Heto FD 8 (Heto-
holten A/s, Дания) в течение 20 ч. Получали лио-
филизированный комплексный ферментный
препарат. 

Для экстракции веществ липидной природы
использовали ацетон квалификации «х.ч.» (ТУ
2633-018-44493179-98) и н-бутиловый спирт ква-
лификации «ч» (ГОСТ 6006-78). 

Получение ацетонового порошка гепатопанкреа-
са со стадией водной экстракции. 500 г гепатопан-
креаса краба были разморожены до температуры
около 0°C и гомогенизированы. Затем к гомоге-
нату был добавлен 1 л дистиллированной воды
(соотношение по массе ГПК и воды = 1 : 2). Смесь
перемешивали в течение 30 мин, переносили в
центрифужные пробирки приблизительно по
250–300 г в каждую и центрифугировали при тем-
пературе 2–4°C в течение 60 мин при
25000 об/мин. Водную фракцию собирали и
сушили в сублиматоре при температуре от –25°C
постепенным повышением до 25°C в течение 20 ч
при вакууме не более 0.6 гПа. Сухой препарат
промывали холодным ацетоном небольшими
порциями 3–4 раза. Промытый препарат сушили
в вакуумном сушильном шкафу при комнатной
температуре в течение 3 ч. 

Получали около 60 г сухого препарата из ГПК
камчатского краба и около 50 г из ГПК краба-
стригуна.

Экстракция низкомолекулярных белковых
фракций из ацетонового порошка гепатопанкреаса.
Образцы экстрактов пептидов из ацетонового по-
рошка гепатопанкреаса крабов получали двумя
способами.

Первый способ был описан в работе [10]. Лио-
филизированные образцы ацетонового порошка
гепатопанкреаса камчатского краба (~100 мг)
экстрагировали 10 объемами (об./об.) 60%
(об./об.) ацетонитрила, содержащего 0.1% три-
фторуксусной кислоты, в течение 24 ч при 4°С.
Супернатант собирали, хранили при 4°С и оста-
ток еще раз экстрагировали в тех же условиях.
Объединенные супернатанты инкубировали при
–20°C в течение 1–2 ч, чтобы образовались две
жидкие фазы – фаза, богатая ацетонитрилом, и
фаза, богатая водой. Две фазы разделяли и храни-
ли в замороженном виде при –20°С. Водный экс-
тракт (нижняя фаза) лиофилизировали и для зи-
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мографии растворяли в 50 мкл натрий-фосфатно-
го буфера (25 мМ Na2HPO4–NaH2PO4, pH 5.5). 

Второй способ основан на методе получения
пептидов для масс-спектрометрического анали-
за, описанного в работе [17]. 

Лиофилизат ацетонового порошка гепатопан-
креаса камчатского краба растворяли при пере-
мешивании в 2 мМ дитиотреитоле, содержащем
0.1% муравьиной кислоты. Раствор центрифуги-
ровали при 10000 g в течение 15 мин при 4°С и от-
бирали  супернатант, обогащенный пептидами,
поскольку низкомолекулярные пептиды и белки
более растворимы в 2 мМ дитиотреитоле, чем вы-
сокомолекулярные. Обогащенный пептидами су-
пернатант лиофилизировали и для зимографии
растворяли в 50 мкл натрий-фосфатного буфера,
pH 5.5.

Зимография в полиакриламидном геле c доде-
цилсульфатом натрия. Зимографию для обнаруже-
ния гидролазной активности в отношении кле-
точной стенки проводили согласно протоколу
[18]. Клеточная стенка M. lysodeikticus была
предоставлена Опытным биотехнологическим
производством ИБХ РАН. Препарат клеточной
стенки M. lysodeikticus получали путем механиче-
ского разрушения клеток, отделения клеточной
стенки на центрифуге, ее промывки и сушки.
Проводили электрофорез [19] полученных экс-
трактов ГПК в 16%-м полиакриламидном геле c
додецилсульфатом натрия, который был
сополимеризован с клеточной стенкой (1 мг/мл).
В качестве положительного контроля использо-
вали лизоцим куриного белка HEWL (0.5 мг/мл)
(Amresco, США). Ренатурацию проводили в бу-
фере (25 мМ Трис-HCl, рН 7.2), содержащем 1%
(об./об.) Тритона Х-100, в течение двух часов при
37°С, последующее окрашивание раствором
0.01%-го метиленового синего с 0.01%-м КОН
проводили в течение 20 мин с последующей от-
мывкой дистиллированной водой в течение 12 ч.
При необходимости гель делили на две части, и
вторую часть окрашивали красителем Кумасси
R-250. Окраску осуществляли согласно процеду-
ре, описанной в работе [18]. Для выявления ак-
тивности при других значениях pH в качестве ре-
натурирующего буфера использовали 25 мМ на-
трий фосфатный буфер (pH 5.5) и 25 мМ Трис-
HCl (рН 9.0), содержащие 1% (об./об.) Тритона
Х-100. О наличии гидролазной активности суди-
ли по отсутствию окраски фона. 

Анализ гидролазной активности образцов пепти-
дов в отношении полисахарида клеточной стенки
M. lysodeikticus методом 1H-ЯМР-спектроскопии.
Полисахарид клеточной стенки был предостав-
лен Опытным биотехнологическим производ-
ством ИБХ РАН. Раствор полисахарида клеточ-
ной стенки получали из препарата клеточной
стенки M. lysodeikticus путем его ферментативной

обработки амидазой и одной стадии хроматогра-
фической очистки. Количество полисахарида из-
меряли антроновым методом определения вос-
станавливающих углеводов (по глюкозе) [20]. Об-
разец содержал полисахарид в концентрации
3.3 мг/мл в буфере, содержащем 20 мМ ацетата
натрия, 0.5 М NaCl, рН 5.5. 

Для оценки гидролазной активности готовили
следующие образцы (общий объем образца –
570 мкл): контроли – полисахарид (180 мкл
полисахарида (3.3 мг/мл), 390 мкл 25 мМ натрий
фосфатного буфера pH 5.5), экстракт ГПК краба-
стригуна, полученный с помощью ацетонитрила
(10 мкл экстракта пептида, 560 мкл 25 мМ натрий
фосфатного буфера, pH 5.5), и реакционную
смесь, содержащую 50 мкл полисахарида
(3.3 мг/мл), 10 мкл экстракта ГПК краба-стригу-
на и 510 мкл 25 мМ натрий фосфатного буфера,
pH 5.5. Контроли и реакционная смесь инкубиро-
вались при 37°C в течение двух суток. Перед
ЯМР-анализом к 570 мкл образцов добавляли
30 мкл стандарта – 4 мМ раствор 3-триметилси-
лил-[2,2,3,3-2H4] пропионата натрия в 1 М фос-
фатном буфере (pH 7.2), содержащем D2O. 

Образцы (600 мкл) помещали в ЯМР-ампулу
диаметром 5 мм. 1D-спектры регистрировали в
ЦКП ИТЭБ РАН на ЯМР-спектрометре AVANCE
III 600 фирмы Bruker (Германия) с рабочей часто-
той по протонам 598.95 МГц с использованием
стандартных импульсных последовательностей
из библиотеки импульсных последовательностей
фирмы Bruker. Все измерения проводили при
температуре 298 К (25°С). Для подавления сигна-
ла от протонов воды использовали метод предва-
рительного насыщения с применением 1D-им-
пульсной последовательности ZGPR. Число на-
коплений составляло от 64 до 1024 сканов, интер-
вал между сканами – 10 с, этого было достаточно
для релаксации протонов. Для исследования ки-
нетики гидролиза спектры регистрировали через
определенные промежутки времени. Отнесение
химических сдвигов проводили по сигналу стан-
дарта при 0.00 м.д., выступающего в качестве
внутреннего образца сравнения. Обработку спек-
тров и вычисление интегралов проводили в про-
грамме TOPSPIN (Bruker). Для подтверждения
результатов использовали спектральную базу
данных программного обеспечения AMIX
(Bruker). 

Аффинная хроматография на гепарин-сефарозе
экстракта низкомолекулярной белковой фракции из
гепатопанкреаса камчатского краба. Для хромато-
графии использовали экстракт ГПК камчатского
краба, полученный способом без стадии водной
экстракции ГПК и выделенный из ацетонового
порошка с помощью ацетонитрила и трифторук-
сусной кислоты. К лиофильно высушенному об-
разцу добавляли 25 мМ натрий фосфатный буфер
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(pH 7.0), центрифугировали при 10000 g в течение
15 мин, супернатант пропускали через фильтр
0.45 мкм и наносили на колонку с гепарин-сефа-
розой (1 мл Heparin SepFast HighRes Column,
BioToolomics, Великобритания), уравновешен-
ной 25 мМ натрий фосфатным буфером (pH 7.0),
промывали этим же буфером. Элюцию осуществ-
ляли градиентом хлорида натрия от 0 до 2 М NaCl.
Хроматографические фракции анализировали на
наличие белка в 16%-м полиакриламидном геле c
додецилсульфатом натрия, активность белка в
отношении клеточной стенки детектировали
методом зимографии [18]. Белковые фракции
сходили с колонки при концентрации NaCl 1.2–
1.7 М. Концентрация очищенного белка была
оценена спектрофотометрически и составила
1.41 о.е./мл.

Турбидиметрический анализ активности в отно-
шении клеточной стенки M. lysodeikticus. Поглоще-
ние суспензии клеточной стенки при 540 нм
(A540 = 1) указывает примерно на 1 мг клеточной
стенки/мл [18]. Очищенную клеточную стенку
0.99 OD540 ресуспендировали в 3 мл буфера, необ-
ходимого для исследования. Конечное поглоще-
ние суспензии при 540 нм составляло 0.33.

К 690 мкл суспензии клеточной стенки добавля-
ли 10 мкл фракции белка, полученной с помощью
аффинной хроматографии на гепарин-сефарозе
(1.41 о.е./мл). В качестве контроля использовали
лизоцим (1 мг/мл), образец которого готовили
таким же способом. Препараты инкубировали
при 37°C. Через определенные промежутки вре-
мени измеряли поглощение при 540 нм во время
инкубации. Турбидиметрический анализ прово-
дили на спектрофотометре UV-2401 (Shimadzu,
Япония).

Статистический анализ. Эксперименты повто-
ряли, самостоятельно осуществляя процесс полу-
чения экстрактов и дальнейший их анализ, более
трех раз.

Статистический анализ и построение графи-
ков проводили в программе Sigma Plot 12.5 (Systat
Software, Германия). Представленные данные
турбидиметрического анализа были получены
путем усреднения результатов трех отдельных
экспериментов. Погрешности представляют со-
бой стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее нами было обнаружено, что в состав

экстракта низкомолекулярной фракции белков,
выделенного из ацетонового порошка гепатопан-
креаса камчатского краба, получение которого не
включало стадию водной экстракции, входит не-
большой пептид (около 5 кДа), который гидроли-
зует как клеточную стенку M. lysodeikticus, так и
полисахарид клеточной стенки M.lysodeikticus, но
не активен в отношении желатина [13].

В данной работе была проведена модифика-
ция метода получения лиофильно высушенного
порошка гепатопанкреаса краба и добавлена ста-
дия водной экстракции, что, исходя из наших
предположений, позволило бы сохранить макси-
мальное количество низкомолекулярных белков,
так как после их экстракции сразу следовала суб-
лимационная сушка, а затем промывка безвод-
ным ацетоном уже высушенного остатка, что ис-
ключало бы возможное растворение низкомоле-
кулярных пептидов в водно-ацетоновом растворе
при обработке влажного ГПК, как осуществля-
лось нами ранее. 

С помощью этого метода были получены об-
разцы ГПК камчатского краба и краба-стригуна.
Методом зимографии был проведен анализ ак-
тивности в отношении клеточной стенки грампо-
ложительной бактерии M. lysodeikticus экстрак-
тов, выделенных из этих образцов с помощью
ацетонитрила и трифторуксусной кислоты, а так-
же с помощью дитиотреитола и муравьиной кис-
лоты. В качестве контроля активности использо-

Рис. 1. Исследование активности экстрактов ГПК
крабов в отношении клеточной стенки M. lysodeikticus
с помощью зимографии (инвертированное фото).
Дорожки: 1 – маркеры молекулярной массы; 2 и 3 –
экстракты ГПК камчатского краба, полученные
соответственно с помощью ацетонитрила и
дитиотреитола, как описано в работе [13]; 4 и 5 –
экстракты ГПК камчатского краба, полученные
соответственно с помощью ацетонитрила и
дитиотреитола, при получении ГПК использовали
стадию водной экстракции; 6 и 7 – экстракты ГПК
краба-стригуна, полученные соответственно с
помощью ацетонитрила и дитиотреитола, при
получении ГПК использовали стадию водной
экстракции. 
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вали экстракты ГПК камчатского краба, полу-
ченные без стадии водной экстракции, как
описано нами ранее [13].

На рис. 1 представлена зимограмма, получен-
ная для препаратов ГПК камчатского краба и
краба-стригуна. Электрофорезный гель содержал
в своем составе клеточную стенку (~1 мг/мл), а
активность определяли по появлению белых
полос в месте расщепления субстрата на зимо-
грамме после ренатурации нанесенных белков
при прокрашивании метиленовым синим. Для
определения молекулярного веса использовали
белковые маркеры с известными значениями мо-
лекулярных весов.

Как видно из рис. 1, модификация метода по-
лучения ГПК камчатского краба с включением
дополнительного этапа водной экстракции при-
водит к исчезновению полос с ферментативной
активностью в области 5 кДа, которые нами де-
тектировались ранее [13], что может быть связано
с их ферментативным гидролизом на стадии вод-
ной экстракции присутствующими в ГПК фер-
ментами. В то же время, в экстракте краба-стри-
гуна, полученном таким способом, обнаружива-
ется активность в этой же области, что
свидетельствует о том, что экстракты краба-стри-
гуна обладают активностью в отношении клеточ-
ной стенки грамположительной бактерии
M. lysodeikticus. Из рис. 2 можно видеть, что пеп-
тид из экстракта ГПК краба-стригуна немного
меньше по размеру пептида с такой же активно-
стью из ГПК камчатского краба. 

Для того чтобы убедиться, что расщепление
клеточной стенки пептидом, входящим в состав
ГПК краба-стригуна, происходит по полисаха-
ридным цепям пептидогликана, как и в случае
камчатского краба [13], было проведено исследо-
вание его активности в отношении полисахарида
клеточной стенки M. lysodeikticus (NAM-NAG) с
помощью 1H-ЯМР-спектроскопии. Анализ про-
водили для экстракта ГПК краба-стригуна, полу-
ченного с помощью ацетонитрила и трифторук-
сусной кислоты.

Были получены протонные ЯМР-спектры ис-
ходного полисахарида, экстракта низкомолеку-
лярной белковой фракции, выделенной ацето-
нитрильным методом, в отсутствие полисахари-
да, и полисахарида после инкубации в течение
двух дней при 37°С с экстрактом пептидов
(рис. 3).

Как видно из приведенных спектров ЯМР
(рис. 3), после инкубации с экстрактом ГПК кра-
ба-стригуна спектр полисахарида существенно
менялся в области связанных ацетильных групп

и области аминогрупп, а также области сахарного
кольца. Для экстракта в отсутствие полисахарида
в этих областях сигналы не наблюдались. Следо-
вательно, ЯМР-спектроскопия подтвердила рас-
щепление полисахарида клеточной стенки экс-
трактом из ГПК краба-стригуна.

Обнаруженная гидролазная активность у пеп-
тидов, входящих в состав ГПК крабов, позволила
предположить, что, вероятно, одним из способов
их выделения может быть аффинная хроматогра-
фия на гепарин-сефарозе, благодаря сродству к
полисахаридам. Нами было проведено хромато-
графическое разделение на гепарин-сефарозе об-
разца экстракта ГПК камчатского краба, полу-
ченного с помощью ацетонитрила и трифторук-
сусной кислоты, как описано нами в работе [13].
Полученные фракции анализировались на актив-
ность с помощью зимографии. К сожалению, раз-
деление предполагаемых пептидов на колонке
осуществить не удалось, но была обнаружена
фракция, содержащая еще один потенциальный
антибактериальный белок с молекулярным ве-
сом, близким к лизоциму. Данный белок сходил
одним пиком и, по всей видимости, также рас-
щеплял клеточную стенку, но по пептидным
фрагментам, поскольку расщепление наблюдали
только в части зимограммы, окрашенной краси-

Рис. 2. Анализ активности экстрактов ГПК крабов в
отношении клеточной стенки M. lysodeikticus с
помощью зимографии. Дорожки: 1 – маркеры
молекулярного веса; 2 – положительный контроль –
лизоцим куриного белка; 3 – экстракт ГПК краба-
стригуна, полученный с помощью ацетонитрила, при
получении ГПК использовали стадию водной
экстракции; 4 – экстракт ГПК камчатского краба,
полученный с помощью ацетонитрила, ГПК
получали без стадии водной экстракции, как описано
в работе [13]. Гель прокрашен метиленовым синим.
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телем Кумасси (рис. 4). Надо отметить, что сам
белок прекрасно прокрашивался метиленовым
синим, в то время как не окрашивался Кумасси.
Такая особенность была обнаружена и у исследу-
емых нами пептидов из ГПК камчатского краба и
краба-стригуна. Исходя из того, что метиленовый
синий – катионный краситель, можно предполо-
жить, что исследуемые нами АМП представляют
собой анионные пептиды, не содержащие арги-

нины, с которыми, в основном, реагирует краси-
тель Кумасси, а также содержат в малом количе-
стве или совсем не содержат гистидин, лизин,
триптофан, тирозин и фенилаланин, с которыми
данная краска также реагирует, хотя и слабее [21].
Следует добавить, что обнаруженный белок с мо-
лекулярной массой 14 кДа не относится к лизоци-
мам, которые хорошо окрашиваются красителем
Кумасси.

Рис. 3. 1H-ЯМР-спектры гидролиза полисахарида клеточной стенки M. lysodeikticus экстрактом из ацетонового
порошка ГПК краба-стригуна при pH 5.5 (представлены разные области спектра, в которых наблюдается изменение
сигналов исходного полисахарида при расщеплении). NAM-NAG – полисахарид, состоящий из ковалентно сшитых
N-ацетилмурамовой кислоты (NAM) и N-ацетилглюкозамина (NAG). 
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Способность белка, выделенного с помощью
гепарин-сефарозы, расщеплять клеточную стен-
ку подтверждали методом турбидиметрии
(рис. 5).

Как видно из полученных результатов инкуба-
ция клеточной стенки при 37°С с выделенным
белком приводит к расщеплению клеточной
стенки, о чем свидетельствует снижение мутно-
сти образца.

Вероятнее всего, обнаруженный белок отно-
сится к эндопептидазам, расщепляющим пепти-
догликан по пептидным фрагментам.

Таким образом, в гепатопанкреасе как камчат-
ского краба, так и краба стригуна присутствуют
пептиды и белки, способные расщеплять клеточ-
ную стенку грамположительных бактерий, что
может свидетельствовать о наличии у них анти-
бактериальной активности, что было показано
нами ранее для пептида из ГПК камчатского кра-
ба [13].

Как известно, АМП могут представлять собой
нативные биоактивные пептиды или пептиды,
полученные из белка-предшественника путем
эндогенного протеолиза. Например, в работе [22]
описан нативный пептид пенаеидин, который
был идентифицирован из гемоцитов морского
ракообразного – белоногой креветки Penaeus van-
namei. У крабов были обнаружены и другие на-
тивные пептиды, богатые гидрофобными амино-
кислотами и обладающие противомикробной ак-
тивностью: тахиплезин у мечехвоста Tachypleus
tridentatus, гиастатин и аразин 1 у краба-паука

Hyas araneus, а также каллинектин у синего краба
Callinectes sapidus [23–26].

В то же время, у берегового краба C. maenas
был найден богатый пролином антибактериаль-
ный пептид, полученный путем эндогенного про-
теолиза [27].

Однако, несмотря на то, что спектр обнару-
женных АМП крабов растет, большинство из них
мало охарактеризовано. Нами в работе в ГПК
краба-стригуна были обнаружены пептиды с мо-
лекулярной массой около 3–5 кДа, расщепляю-
щие полисахаридные фрагменты пептидогликана
и обладающие антибактериальной активностью.
Также в ГПК камчатского краба обнаружен белок
с молекулярной массой около 14 кДа, расщепля-
ющий клеточную стенку, вероятно, путем гидро-
лиза пептидных фрагментов пептидогликана. На-
до заметить, что обнаруженные пептиды, скорее
всего, относятся к анионным АМП.

В работе [15] при масс-спектрометрическом
анализе биомассы краба-стригуна были обнару-
жены гидрофобные АМП, имеющие в своем со-
ставе медь и гликозидную часть. Эти пептиды
имели отрицательный заряд, низкую молекуляр-
ную массу около 800 Да и оказывали антибакте-
риальное действие против грамположительных и
грамотрицательных бактерий. Одна из гипотез
происхождения такого типа пептидов состояла в
том, что они получались из гликозилированных
фрагментов гемоцианина, присутствующего в ге-
молимфе и/или гемоцитах. Гемоцианины извест-
ны как дыхательные белки, которые представля-
ют собой металлопротеины, содержащие два ато-
ма меди, обратимо связывающие одну молекулу
кислорода (О2). Было показано, что некоторые

Рис. 4. Исследование активности белковой фракции,
выделенной методом аффинной хроматографии на
гепарин-сефарозе из гепатопанкреаса камчатского
краба, в отношении клеточной стенки M. lysodeikticus
с помощью зимографии. Дорожки 1 и 2 –
прокрашивание метиленовым синим, дорожки 3–5 –
прокрашивание Кумасси. Дорожки: 1 и 4 – белковая
фракция с гепарин-сефарозы, 2 и 5 – проскок с
колонки с гепарин-сефарозой, 3 – маркеры
молекулярной массы.

Рис. 5. Кинетика расщепления клеточной стенки при
pH 7.0 в присутствии белка из ГПК камчатского
краба, элюированного с гепарин-сефарозы, и
лизоцима куриного белка.
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пептидные фрагменты, образующиеся из С-кон-
цевой части гемоцианина ракообразных, облада-
ют противомикробным действием.

Сравнение по молекулярной массе, заряду и
активности пока не позволило отнести обнару-
женные нами пептиды к ранее известным АМП
крабов. Поэтому предстоит еще дальнейшая ра-
бота по идентификации обнаруженных пептидов
и белка из ГПК камчатского краба, что может
иметь большое значение для расширения списка
известных АМП и решения проблемы с бактери-
альной устойчивостью к противомикробным
препаратам.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Основными промысловыми видами крабов в
России являются камчатский краб (Paralithodes
camtschaticus) и краб-стригун (Chionoecetes opilio).
Несмотря на то, что оба относятся к отряду De-
capoda, краб-стригун является истинным крабом,
в то время как камчатский краб относится к кра-
боидам. К настоящему времени сведения о струк-
туре и функциях бактериолитических ферментов
этих крабов немногочисленны, любые исследо-
вания в этой области представляют научный ин-
терес, так как вносят вклад в пониманиe, каким
образом реализуется у них иммунная защита и ка-
кие белки играют в ней важную роль.

Результаты наших исследований показывают,
что в ГПК камчатского краба и краба-стригуна
присутствуют пептиды (~3–5 кДа), проявляющие
антибактериальную активность благодаря рас-
щеплению полисахарида в пептидогликане кле-
точной стенки бактерий. Кроме того, с помощью
хроматографии на гепарин-сефарозе был выде-
лен белок (~14 кДа), также расщепляющий кле-
точную стенку. Идентификация обнаруженных
АМП, установление механизма расщепления
пептидогликана, подбор оптимальных условий
для их активности требуют дальнейших исследо-
ваний. 

Следовательно, гепатопанкреас камчатского
краба, представляющий собой отходы промысла
крабов, может рассматриваться как источник но-
вых АМП, которые могут стать основой для со-
здания «природных» антибиотиков и помогут в
решении проблемы антибиотикорезистентности
благодаря иному механизму действия на бакте-
рии. АМП краба могут найти множество приме-
нений: в качестве биоконсервантов в пищевых
продуктах, в кормах для животных, а также в ме-
дицинской сфере.
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Troughout their long history, crustaceans, despite lacking a highly specific vertebrate-like adaptive immune
system, have successfully adapted to living within their environment rich in microorganisms, in part due to
the presence of antimicrobial peptides. One valuable source of antimicrobial peptides is hepatopancreas, a
waste product from crab fishery and its processing. Data from zymogram and 1H NMR spectra showed that
the extract of snow crab hepatopancreas contains a small peptide (about 3 kDa) that hydrolyzes the cell wall
and the cell wall polysaccharide of M. lysodeikticus. The discovered peptide may be of interest for practical
application. A protein (about 14 kDa), isolated from the red king crab hepatopancreas using affinity chroma-
tography on heparin-Sepharose, is also active against the cell wall of the gram-positive bacterium M. lyso-
deikticus, as it was demonstrated with zymography and turbidimetric methods. 

Keywords: antimicrobial proteins and peptides, hepatopancreas, king crab, snow crab


