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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы исследования. Установлено, что пептиды играют важ-

нейшую  роль  в  регуляции  физиологических  процессов.  Пептидная  регуляция 

сложна и находится в равновесии с работой других регуляторных систем. Большое 

разнообразие  пептидов,  которых  известно  более  800  [288],  а  также  широкий 

спектр их физиологических эффектов позволили сформулировать теорию функци-

онального континуума [1]. Кроме того, изменения в пептидергической регулятор-

ной системе также сказываются и на работе систем классических нейромедиато-

ров и нейротрансмиттеров.

На характер работы пептидергической системы влияют как эндогенные, так 

и экзогенные биологически активные молекулы. Большое значение не только с 

точки зрения фундаментальной науки, но и для практического применения имеют 

исследования по изучению биологических эффектов экзогенных низкомолекуляр-

ных пептидов. Особенно актуальным является поиск пептидов с различной биоло-

гической активностью, содержащихся в продуктах природного происхождения, в 

том числе маточном молочке, трутневом расплоде и пчелином мёде. Известно, что 

они обладают разнообразной биологической активностью [12, 123, 145, 149, 205, 

227],  основы  проявления  которой  изучены  мало.  Эффекты  продуктов  пчело-

водства связывают с влиянием отдельных компонентов на биологические систе-

мы. Например, установлена связь между антиоксидантным эффектом пчелиного 

мёда  и  фенольными  соединениями  растительного  происхождения  в  его  соста-

ве [145]. Относительно недавно стало известно, что в составе маточного молочка 

и пчелиного мёда, так же как и в трутневом расплоде, содержатся биологически 

активные пептиды. Между тем, активность этих пептидов изучена недостаточно.

Среди прочих эффектов, пчелиный мёд, маточное молочко и трутневый рас-

плод оказывают антибактериальное действие на различные культуры микроорга-

низмов [97, 322, 328]. Одной из причин антагонистической активности продуктов 

пчеловодства по отношению к микроорганизмам могут быть антимикробные пеп-

тиды,  имеющиеся  в  их  составе.  Изучение  антибактериального  действия  таких 

пептидов является особенно важной задачей в связи с ростом количества случаев 
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антибиотикорезистентности бактерий. Развитие устойчивости микроорганизмов к 

антимикробным препаратам связывают с широким применением антибиотиков в 

сельском хозяйстве, их нерациональным использованием в медицинской практи-

ке [256], с пандемией COVID-19 [239]. Антимикробные пептиды активно исследу-

ются по всему миру как возможная замена существующим антибиотикам.

Единичные  сообщения  также  свидетельствуют  о  способности  растворов 

трутневого расплода, маточного молочка и пчелиного мёда влиять на поведение 

экспериментальных животных [39, 67, 123, 313], однако данные фрагментарны, и 

исследования в данной области нуждаются в системном подходе. Возможно, при-

чиной наблюдаемых изменений в поведении животных является способность пеп-

тидов, имеющихся в составе продуктов пчеловодства, влиять на характер работы 

различных нейромедиаторных систем нервной ткани, в том числе пептидергиче-

ской. За последние десять лет в подтверждение данной гипотезы было найдено, 

что под действием интраназального введения пептидов продуктов пчеловодства 

изменяется также и активность разнообразных ферментов нервной ткани крыс [8, 

25, 34, 35]. Ферменты обмена регуляторных нейропептидов (карбоксипептидаза Е, 

пептидил-дипептидаза А и др.) участвуют в процессинге множества нейроактив-

ных пептидов, регулируя их уровень на стадии созревания ограниченным протео-

лизом,  поэтому  изменение  в  уровне  активности  данных  ферментов  отражает 

функциональную  нагрузку  на  пептидергическую  систему  различных  регионов 

мозга [1].

Несмотря на недостаточную изученность нейрохимических процессов, ле-

жащих в основе развития тревожности, накопленные литературные данные свиде-

тельствуют о комплексности регуляции данного типа поведения, в которой прини-

мают участие также и пептидергическая система. Изучение способности низкомо-

лекулярных пептидов маточного молочка, трутневого расплода и пчелиного мёда 

влиять на поведение в контролируемых условиях путём создания хронического 

стресса  у  экспериментальных животных методически послужит более  прочной 

основой для дальнейших исследований не только биологической активности пеп-

тидов продуктов пчеловодства, но и биохимической регуляции поведения в целом.
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Таким образом,  изучение  способности низкомолекулярных пептидов про-

дуктов пчеловодства влиять на процессы жизнедеятельности микроорганизмов и 

их способность влиять на поведение экспериментальных животных в условиях 

хронического стресса является актуальной темой исследования.

Степень  разработанности  темы исследования. Биологические  эффекты 

продуктов пчеловодства изучены недостаточно. Известно об антибактериальных, 

антиоксидантных,  противовоспалительных,  противораковых и других свойствах 

продуктов пчеловодства, которые связаны с компонентами растительного или пче-

линого происхождения в их составе. Имеются сведения о ноотропном, анксиоли-

тическом (противотревожном) и антидепрессивном эффектах пчелиного мёда, ма-

точного молочка и трутневого расплода [33, 35, 68, 67, 295, 313]. Они могут быть 

связаны с биологической активностью пептидов, обнаруженных в составе пчело-

продуктов. Недостаточная степень изученности низкомолекулярных пептидов из 

пчелиного мёда, маточного и трутневого расплода не позволяет достоверно судить 

о механизмах проявления того или иного эффекта.

В связи с этим целью данной работы было изучение биологической актив-

ности пептидов массой до 5 кДа, выделенных из маточного молочка, пчелиного 

мёда и трутневого расплода, в аспекте влияния на процессы жизнедеятельности 

микроорганизмов и физиолого-биохимический ответ экспериментальных живот-

ных на хронический стресс.

Для достижения цели были поставлены следующие задачи:

1. Изучить пептидный спектр продуктов пчеловодства методом высокоэффек-

тивной жидкостной хроматографии и электрофореза в полиакриламидном 

геле.

2. Разработать способ выделения и очистки пептидов массой до 5 кДа из про-

дуктов пчеловодства.

3. Изучить  способность  выделенных  пептидов  влиять  на  поведение  самцов 

крыс линии Wistar в условиях хронического стресса при постоянном интра-

назальном введении в концентрации 100 мкг/кг и 300 мкг/кг массы тела с 

применением ряда физиолого-фармакологических тестов.
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4. Изучить способность выделенных пептидов влиять на концентрацию гормо-

нов стресса (АКТГ и кортикостерона) в сыворотке крови и активность фер-

ментов обмена нейропептидов (карбоксипептидазы Е и пептидил-дипепти-

дазы А) в нервной ткани,  сыворотке крови и надпочечниках эксперимен-

тальных животных в условиях хронического стресса.

5. Изучить способность выделенных пептидов влиять на жизнедеятельность 

микроорганизмов, определив антибактериальную активность диско-диффу-

зионным  методом,  их  минимальную  ингибирующую  концентрацию  и 

способность изменять общую дегидрогеназную и каталазную активность.

Научная новизна и практическая значимость данной работы состоит в 

том,  что был разработан гибкий,  масштабируемый и автоматизируемый способ 

выделения низкомолекулярных пептидов из продуктов пчеловодства. Впервые ка-

чественно охарактеризован спектр низкомолекулярных пептидов маточного  мо-

лочка, пчелиного мёда и трутневого расплода. Впервые показана способность пеп-

тидов с массой до 5 кДа, выделенных из маточного молочка и трутневого распло-

да, влиять на поведение экспериментальных животных в условиях хронического 

стресса, снижая уровень тревожности. Впервые показана способность низкомоле-

кулярных пептидов продуктов пчеловодства влиять на активность карбоксипепти-

дазы Е (КФ 3.4.17.10) и пептидил-дипептидазы А (КФ 3.4.15.1) в различных отде-

лах головного мозга крыс линии Wistar. Впервые показано, что низкомолекуляр-

ные пептиды маточного молочка и трутневого расплода влияют на общую дегид-

рогеназную и каталазную активность E. coli и S. aureus. Установлено, что антибак-

териальный эффект продуктов пчеловодства является совокупностью разных фак-

торов.  На  основе  полученных  данных  была  составлена  заявка  для  программы 

Фонда  содействия  инновациям  «УМНИК»,  победившая  в  конкурсе  (договор 

18646ГУ/2023 от 01.09.2023 «Разработка биологически активной добавки из пеп-

тидов маточного молочка с анксиолитическим действием»).

Методология и методы исследования. Методологической основой иссле-

дования послужили труды учёных в области биохимии микроорганизмов, нейро-

химии, энзимологии и пептидомики. Полученные в ходе эксперимента результаты 
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для оценки достоверности были статистически обработаны с применением мето-

дов оценки нормальности распределения и методов параметрического и непара-

метрического анализа.

Апробация  работы. Материалы диссертации  доложены и  обсуждены на 

всероссийских и международных научно-практических конференциях: XII Меж-

дународной научно-практической конференции EurasiaScience  (Москва,  декабрь 

2017),  Всероссийской  (национальной)  научно-практической  конференции, 

освящённой  90-летию  со  дня  рождения  профессора  Г.  Б.  Гальдина  «Роль  ву-

зовской науки в решении проблем АПК» (Пенза, октябрь 2018), IX Международ-

ной научно-практической конференции «Мир в эпоху глобализации экономики и 

правовой сферы: роль биотехнологий и цифровых технологий» (Москва, сентябрь 

2021), XVIII научно-практической межрегиональной конференции «Биомедицина 

и биомоделирование» (Московская область, май 2022), II Всероссийской научно-

практической  конференции  «Беккеровские  чтения»  (Волгоград,  ноябрь  2022), 

Научно-практической конференции с международным участием, посвящённой 90-

летию со дня рождения член-корреспондента РАМН, профессора А. В. Завьялова 

«От молекулы к системной организации физиологических функций» (Курск, ап-

рель 2023). По теме диссертации опубликовано 14 работ, в том числе 4 статьи в 

журналах списка ВАК РФ. Исследование выполнено в рамках гранта РФФИ «Ас-

пиранты» (проект №20-34-90050 «Изучение анксиолитического, антидепрессивно-

го и актопротекторного эффекта пептидных фракций пчелиного мёда, маточного 

молочка и их влияние на активность ферментов обмена регуляторных пептидов»).

Положения, выносимые на защиту:

1. Пептиды массой до 5 кДа, выделенные из маточного молочка и трутневого 

расплода,  при  хроническом  интраназальном  введении  (300 мкг/кг  массы 

тела) влияют на поведение самцов крыс линии Wistar в физиолого-фармако-

логических тестах, уменьшая уровень поведения, ассоциированного с тре-

вожностью тревожности.

2. Пептиды массой до 5 кДа, выделенные из маточного молочка и трутневого 

расплода, влияют на активность карбоксипептидазы Е и пептидил-дипепти-
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дазы А в различных отделах головного мозга экспериментальных животных, 

но не попадают в системную циркуляцию.

3. Пептиды массой до 5 кДа, выделенные из продуктов пчеловодства, не ока-

зывают  антибактериального  действия  на  культуры  Staphylococcus  aureus,  

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Streptococcus  

pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis и Enterobacter cloacae.

4. Пептиды массой до 5 кДа, выделенные из маточного молочка и трутневого 

расплода,  влияют  на  общую  дегидрогеназную  и  каталазную  активность 

Staphylococcus aureus и Escherichia coli.

Структура и объём диссертации: диссертация состоит из следующих раз-

делов: введение, обзор литературы по теме диссертации, материалы и методы ис-

следований, результаты собственных исследований, обсуждение результатов, за-

ключение и список цитируемой литературы, который содержит 408 наименований 

на русском и английском языках. Работа изложена на 150 листах, иллюстрирована 

29 рисунками и 12 таблицами.
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1 Компонентная характеристика пчелиного мёда, маточного молочка и 

трутневого расплода

Пчелиный мёд относят к сырью животного происхождения, состав которого 

сильно разнится в зависимости от ботанического происхождения, сезона и породы 

пчёл [44]. Всего в мёде содержится около 200 различных соединений, пропорции 

или наличие которых зависит от многих факторов [147], однако основные — угле-

воды, вода и белки — варьируют в относительно небольших пределах. В среднем 

в мёде 15-21% сухих веществ (по массе). Среди них около 95% составляют угле-

воды [375], около 75% из которых моносахариды (глюкоза и фруктоза в разных 

пропорциях с преобладанием второй [44] (за исключением рапсового и одуванчи-

кового сортов мёда, где глюкозы может быть больше [146])). Четверть приходится 

на  дисахариды (сахароза,  мальтоза,  тураноза,  изомальтоза,  мальтоза,  трегалоза, 

нигероза, коджибиоза, гентиобиоза, мальтулоза, изомультулоза, ламинарибоза) и 

олигосахариды (мальтотриоза, мелитоза, эрлоза, паноза, рафиноза) [333]. В сред-

нем 0,57% по сухому весу приходится на органические кислоты, обеспечивающие 

слабую кислую среду мёда [348], среди которых бутировая, лимонная, уксусная, 

муравьиная,  фумаровая,  галактуроновая,  глиокисловая,  2-гидроксибутировая,  α-

гидроксиглутамовая, изолимонная, α-кетоглутаровая, молочная, яблочная, малоно-

вая, метилмалоновая, 2-оксопентановая, пропионовая, пировиноградная, хинная, 

шикимовая, янтарная, винная, щавелевая, глюконовая, левулиновая [128,  265]. В 

небольшом количестве в мёде также содержатся витамины и минералы, среди ко-

торых B1, B2, B3, B5, B6, B8, B9 (не более 40 мкг/кг каждый), С (не более 275 мкг/

кг), ионы железа, калия, магния, цинка, кальция, натрия, свободные бор, фосфор, 

кремний, содержание которых варьирует от 0,04% до 0,2%, однако большую часть 

из них составляют натрий и калий [333]. В пчелином мёде также найдено большое 

разнообразие  фенольных  соединений  растительного  происхождения:  3,4-дигид-

роксибензойная, гидроксибензойная, хлорогеновая, кофеиновая, ванилиновая, си-

реневая,  p-кумаровая,  феруловая,  3-(3,4-диметоксифенил)-2-акриловая,  протока-

теховая,  синапиновая,  гидроксикоричная  кислоты,  3-окси-ацетилпинобанксин, 
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кверцетин, геспертин, пинобанксин, нарингенин, галангин, лутеолин, камферол, 

изорамнетин, рутин, апигенин, пиноцембрин, хризин, фентиловый эфир кофейная 

кислоты [180, 333].

В изучении белково-пептидного состава мёда относительный прогресс был 

достигнут сравнительно недавно. До начала 2010-х годов считалось, что если на 

углеводный и фенольный состав в большей степени влияет только ботаническое 

происхождение и возраст мёда,  то белковый  состав больше зависит от породы 

пчёл [384]. Было известно, что в среднем в пчелином мёде содержится около 1% 

белковых веществ, имеющих как растительное происхождение, так и животное, 

половина из которых приходится на низкомолекулярные белки и пептиды. Но впо-

следствии среди белков были идентифицированы такие ферменты, как сахараза, α- 

и β-гликозидаза, каталаза, кислая фосфатаза, амилаза, глюкозооксидаза [326], кар-

боксипептидаза Q, эстераза,  липаза,  дегидрогеназа [143,  321].  Среди белков без 

ферментативной  активности  были  найдены  подобные  dirigent-белкам  расте-

ний [98], ряд гликопротеинов, обладающих антибактериальной активностью [99], 

апальбумин-1 [120], а также нанолипосомы, содержащие большое количество бел-

ков растительного происхождения (АТФаза, FAD-связанная оксидаза, аденозилго-

моцистеиназа,  шапероны,  актин,  S-аденозилметионинсинтаза,  глицеральдегид-

фосфатдегидрогеназа, каллозосинтаза, UDP-арабинопироназомутаза, альдолаза и 

др. ферменты и регуляторные белки [125]). Среди пептидов найдены антимикроб-

ные пептиды дефензин-1 и джеллеин-3 [241].

За рамками кулинарного использования пчелиный мёд в основном применя-

ется в народной медицине. Несмотря на экспериментальные доказательства анти-

бактериального [205] и антиоксидантного [145] эффекта, медицинские продукты 

на основе мёда нашли ограниченное применение только в качестве патчей и повя-

зок для ускорения заживления кожных повреждений [240]. Использование мёда в 

данном контексте основано на высокой концентрации углеводов и слабокислым 

pH, что уменьшает риски инфицирования повреждений и ускоряет заживление. 

Существующие исследования о наличии нейропротекторного [149], противовос-

палительного  и  кардиопротекторного  [226]  действий,  способности  позитивно 
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влиять на гликемический ответ организма [83] находятся на стадиях эксперимен-

тов in vitro или in vivo и являются доказательствами наличия наблюдаемых эффек-

тов. Лишь малая часть исследований связывают тот или иной терапевтический эф-

фект с конкретными молекулярными механизмами, задействованными в их обес-

печении. Большинство из них базируются на роли отдельных компонентов (напри-

мер, на роли фенольных соединений в обеспечении антиоксидантного эффекта).

Маточное молочко — секрет мандибулярных и гипофарингеальных желёз 

рабочих пчёл густой консистенции. Является одним из важнейших факторов фе-

нотипической дифференциации самок в улье. Используется для питания личинок 

всех типов особей только в течение первых 3 дней развития, после чего только 

личинки маток продолжают получать маточное молочко, в то время как личинки 

всех будущих типов рабочих пчёл переходят на питание смесью мёда и пыль-

цы [343]. Химический состав маточного молочка варьирует в зависимости от по-

роды пчёл: 60-70% воды, 7,5-15% углеводов (90% фруктозы и глюкозы, 0,8-3,6% 

сахарозы, небольшое количество мальтозы, трегалозы, мелибиозы, рибозы, раф-

финозы и эрлозы; углеводный состав сильно зависит не только от породы пчёл, но 

также от сезонности и географического происхождения [236,  255]), 7-18% липи-

дов (90% свободные жирные кислоты среди которых большинство стеариновой, 

вакценовой, линолевой, γ-линоленовой и множество других в малых концентраци-

ях, короткие гидрокижирные и дикарбоксикислоты с преобладанием 10-гидрокси-

декановой, 10-гидрокси-2-деценовой, себациновой [170,  230,  231]; церамид, фос-

фатидилхолин, сфингомиелин, фосфатидилэтаноламин), главным источником ко-

торых является пыльца растений [404]. В различных образцах маточного молочка 

найдены такие ферменты и белки, как глутатион-S-трансфераза, глюкозоксидаза, 

альфа-глюкозидаза, лизоцим-1-подобный белок, регукальцин-подобный белок, де-

фензин,  предшественник  аполипофорин-III-подобного  белка,  ингибитор  химот-

рипсина, предшественник икарапин-подобного белка и ряд других. Более полови-

ны всего белкового состава маточного молочка приходится на главные белки ма-

точного молочка — MRJP 1-9 (54-86%), с преобладанием MRJP1 [183,  162,  267, 

392].  Концентрация MRJP может изменяться под действием внешних факторов 
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(например, гербицидов [150]). Кроме питательной функции, MRJP также обеспе-

чивает и гелеобразную конститенцию маточного молочка, т. к. MRJP1 представ-

ляет собой длинные филаменты гликолипопротеинов, соединённые между собой в 

пространственную  сеть  [266].  Данные  генетического  анализа  указывают,  что 

MRJP как семейство белков произошли от yellow-белков насекомых, играющих 

роль не только в развитии кожных покровов, но и регуляции поведения [58]. Отме-

чается, что гены белков семейства mrjp/yellow не найдены за пределами класса На-

секомых, однако подобная последовательность нуклеотидов присутствует в гено-

ме устойчивой к радиации бактерии Deinococcus radiodurans [258]. В составе ма-

точного молочка также найдены свободные аминокислоты с преобладанием про-

лина, фенилаланина, лизина, глутаминовой кислоты и тирозина [212].

В  медицинских  целях  маточное  молочко  находит  применение  только  как 

компонент  ряда  биологически  активных  добавок.  В  исследованиях  in  vitro и 

in vivo как  цельного  маточного  молочка,  так  и  его  компонентов  (разные  типы 

MRJP и 10-гидрокси-2-деценовая кислота) отмечается способность к коррекции 

метаболического синдрома, улучшению репродуктивных качеств животных, анти-

бактериальное и противогрибковое,  противоопухолевое,  антиоксидантное,  анти-

воспалительное, гепатопротекторное, нейропротекторное, ноотропное, иммуномо-

дулирующее, противогипертоническое, антидотное действие [12, 13, 36, 50, 53, 91, 

123, 227, 263, 376], а также способность регулировать клеточный цикл и процессы 

дифференциации эукариотических клеток [374]. Маточное молочко широко при-

меняется в народной медицине как в чистом виде, так и в виде лиофилизата. Оно 

зачастую входит в состав комбинированных биодобавок как вместе с другими про-

дуктами пчеловодства, так и без них. Например, БАД Апифитотонус представляет 

собой комбинацию из 2% маточного молочка, 20% пыльцы и 78% пчелиного мёда 

и обладает актопротекторной активностью [14]. Другая патентованная добавка со-

стоит из комбинации маточного молочка и плодов или цветков боярышника и име-

ет способность к уменьшению проявления симптомов сердечно-сосудистых забо-

леваний [38].

Трутневый  расплод  представляет  собой  личинки  трутней,  собранные  на 
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разных сроках развития. Практическое применение в народной медицине нашёл 

гомогенат трутневого расплода (трутневое молочко), который представляет собой 

гомогенную смесь измельчённых личинок. Данные о химическом составе трутне-

вого гомогената не столь исчерпывающи в силу низкой известности гомогената 

как продукта пчеловодства, однако найдено, что по составу он сходен с маточным 

молочком. В среднем в трутневом расплоде содержится 71% воды, 10% белков, 

7% углеводов [328, 346], 5,5% жирных кислот [27] (по массе «сырого» гомогена-

та), среди которых 10-гидроксидекановая, 10-гидроксидеценовая, пальмитиновая, 

олеиновая,  стеариновая [42],  пальмитолеиновая,  пальмитиновая,  олеиновая,  ми-

ристиновая, арахидоновая, и ряд органических соединений, таких как бензойная 

кислота, паравинилгваякол, ванилин, трикозен, трикозан, пентакозен, пентакозан, 

гептакозен,  гептакозан,  нонакозен,  нонаказан,  гентриаконтен,  гентриаконтан, 

тритриаконтен, тритриаконтан, п-винилгваякол, 25-гидрокси-24-метилхолестерол, 

ситостерин, фукостерин [15]. Среди белковых соединений и свободных аминокис-

лот в гомогенате найдены все протеиногенные аминокислоты [328], из непротеи-

ногенных найдены норвалин, оксопролин, гидроксипролин; органические кисло-

ты: молочная, янтарная, яблочная, 3-гидроксипропионовая, 3-гидроксибутановая, 

фумаровая, 3,4-дигидроксибутановая, декановая, 2-гидрокси-2-метилбутандиовая, 

2,3,4-тригидроксибутановая,  додекановая,  гидроксиглутаровая,  3-гидроксиадипи-

новая, 3,4,5-тригидроксипентановая, 9-гексадеценовая, гексадекановая, гептадека-

новая, октадеценовая, октадекановая, бензойная, аминокаприловая, аминооктано-

вая, аминоадипиновая [40]. В составе гомогената найдены витамины С, D, B1, B2, 

B3,  B5,  B6, B7,  B9,  B12,  D, E, макро- и микроэлементы, такие как натрий, калий, 

кальций,  магний,  железо,  магний,  медь,  селен,  фосфор,  сера,  марганец,  цинк, 

хром, бром, стронций [40,  88,  178,  346]. Состав гомогената также зависит от его 

формы и возраста личинок, использованных для производства. Например, лиофи-

лизированный гомогенат  содержит  большее  количество  белка  (больше  50% по 

массе), около 20% липидов и примерно 17% углеводов [328], количество децено-

вых кислот и сухих веществ растёт с возрастом личинки [5], а показатели окисляе-

мости снижаются [31]. Большое значение для медицинского применения гомоге-
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ната имеет содержание гормонов: тестостерона, прогестерона, пролактина, эстра-

диола [322], фолликулостимулирующего и лютеинизирующего гормонов [32].

Белково-пептидный состав трутневого расплода изучен бедно и больше со 

стороны динамических изменений, происходящих в процессе развития личинки. 

Методом ВЭЖХ/МС установлено присутствие 2840 различных белков и пептидов 

(1423 фосфорилированных [254]), из которых 309 (39%) были обнаружены только 

в образцах тканей, а 103 (13%) были найдены только в гемолимфе. Присутствие 

522 белков определялось на протяжении всего срока личиночного развития, а из-

менения в их концентрации были разные для гемолимфы и тканей: содержание 

половины тканевых белков к  пятым суткам развития снижалось,  а  содержание 

другой половины повышалось. Для гемолимфы изменения были более выражены. 

Отмечается, что такие изменения нельзя считать отражением изменения активно-

сти генов, т. к. на стадии личиночного развития пчёлы увеличением свою массу за 

несколько дней более чем в тысячу раз, и изменения в относительных концентра-

циях белков могут быть связаны с сильным повышением содержания гексамери-

на [121, 151]. Наибольшее разнообразие белков наблюдается на вторые сутки раз-

вития [243], равно как и максимум активности трипсина и пептидных молекул [9]. 

Данные по содержанию определённых белков или пептидов в гомогенате как в ле-

карственном средстве или в зависимости от его лекарственной формы отсутству-

ют. Известно лишь, что лиофилизат сохраняет АТФазную и фосфатазную актив-

ность [84].

В исследованиях in vivo сообщается о снижении под действием трутневого 

гомогената уровня холестерина и триглицеридов [372], гепатопротекторном, им-

муностимулирующем [345], антиоксидантном [344] и актопротекторном [29,  46] 

действиях, андрогенном [334] и гестагенном [335] эффектах, улучшении гормо-

нального статуса [11]. На основе трутневого расплода разработан ряд биологиче-

ски активных добавок, о влиянии которых на сердечно-сосудистую и половую си-

стемы человека сообщается в ряде публикаций [10, 30].
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1.2 Биологическая активность продуктов пчеловодства

1.2.1 Антибактериальная активность пчелиного мёда, маточного молочка и 

трутневого расплода

Способность пчелиного мёда оказывать ингибирующее действие на жизне-

деятельность микроорганизмов изучается давно и является одной из наиболее хо-

рошо изученных типов биологической активности. Во множестве исследований 

in vitro мёд проявляет ингибирующую активность против таких грамположитель-

ных и грамотрицательных патогенов, как Proteus spp., Serratia marcescens, Vibrio  

cholerae,  Staphylococcus  aureus,  Escherichia  coli,  Pseudomonas  aeruginosa,  

Stenotrophomonas  maltophilia,  Acinetobacter  baumannii,  Helicobacter  pylori,  

Alternaria alternata  и Trichoderma harzianum [259,  395], многие штаммы которых 

развили антибиотикоустойчивость. Антибактериальная активность водных или за-

буференных растворов разных типов мёда варьирует в широких пределах: мини-

мальная ингибирующая активность эвкрифийного мёда составляет 3,1% против 

MRSA [338], полифлорного мёда с горного массива Нилгири (Индия) 40% против 

E. coli [317].

Антибактериальная активность пчелиного мёда связывается с содержанием 

в его составе фенольных соединений, пероксида водорода, метилглиоксаля, бел-

ков, имеющих антибактериальную активность, а также с такими физико-химиче-

скими свойствами, как слабокислый pH, повышенное осмотическое давление из-

за высокой концентрации углеводов и коллоидной природы мёда [100, 99, 97, 174]. 

Однако наиболее часто используемыми для изучения антибактериальной активно-

сти стали сорта мёда, имеющие высокую концентрацию метилглиоксаля (мёд ма-

нуки [360]) или пероксида водорода [396].

Несмотря на достоверно доказанное наличие антибактериального эффекта, 

пчелиный мёд к сегодняшнему дню нашёл ограниченное применение в клиниче-

ской практике. Главная причина — отсутствие эффективных алгоритмов стандар-

тизации, вызванной переменностью состава. Практически единственным клини-

ческим  применением  пчелиного  мёда  является  его  использование  в  качестве 

местного средства для лечения нарушений целостности кожи различной этиоло-
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гии и степени развития в виде накладок и повязок. Также изучается эффектив-

ность применения пчелиного мёда в комбинации с местными антисептиками и ха-

рактер взаимодействия с ними [173]. Проводится сравнение в эффективности мёда 

и ранозаживляющих повязок на основе иод-повидона [399] (мёд демонстрирует 

большую  эффективность).  Разрабатываются  новые  комбинации  мёда  и  других 

компонентов для усиления лечебного эффекта (например, пектиновый гидрогель 

[171] или мембраны [367], гидрогель на основе полисахаридов алоэ, поливинило-

вого спирта и мёда [402] или крем, который при местном нанесении генерирует 

АФК [291]).

Большое значение для клинического использования мёда в качестве анти-

бактериального агента имеют данные о зависимости эффекта от способа его под-

готовки перед производством лекарственных средств и изделий. Установлено, что 

на антибактериальную активность мёда мало влияет его степень кристаллизации, 

а при последующем нагреве такая активность даже незначительно увеличивает-

ся [102].  Существуют  также  данные  о  синергичности  антибактериального  дей-

ствия мёда и крахмала, вытяжки базилика или витамина C [94, 225, 257].

Антибактериальная активность маточного молочка определяется только хи-

мическим составом и не зависит от его физико-химических свойств [296], но изу-

чена в меньшей степени, чем пчелиного мёда. Среди компонентов маточного мо-

лочка антибактериальная активность найдена у 10-гидрокси-2-деценовой кисло-

ты [388]  и  ряда  белков  и  пептидов,  таких  как  MRJP1-5,  MRJP9,  дефензин-1, 

гименоптаецин, аполипофорин, ферритин, джеллеин 1-3, апальбумин-2 [81,  143, 

154,  157]  в  отношении  Staphylococcus  aureus,  Streptococcus  alactolyticus,  

Staphylococcus intermedius B, Staphylococcus xylosus, Salmonella cholearasuis, Vibro  

parahaemolyticus,  Escherichia  coli,  Cutibacterium  acnes,  MRSA, Pseudomonas 

aeruginosa, Paenibacillus larvae и др. [70, 332, 371]. Такое разнообразие антибакте-

риальных белков и пептидов связано, как предполагается, с функцией маточного 

молочка как компонента коллективного иммунитета. Во-первых, маточное молоч-

ко является не только питательной средой для развития личинки, но и защитным 

фактором. Во-вторых, маточное молочко является способом обеспечения трансге-
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нерационного иммунного прайминга [189] через вителлогенин при синтезе и се-

креции маточного молочка пчёлами-кормилицами.

В отличие от пчелиного мёда, использования в качестве антибактериального 

лекарственного средства маточное молочко не нашло вовсе. Несмотря на сообще-

ния об антибактериальной активности, разработки препаратов на основе маточно-

го молочка находятся только на начальной стадии. Более того, исследования в этой 

области сконцентрированы больше на применении отдельных компонентов, неже-

ли цельного продукта [211,  337,  405]. Сообщается о разработке инкапсулирован-

ной  формы  маточного  молочка,  обеспечивающей  большую  стабильность  его 

компонентов и контролируемый их выход для более стабильного терапевтического 

эффекта  [352],  об  усилении  антибактериального  эффекта  при  комбинации  ма-

точного молочка с мёдом [92] или крахмалом [93].

В отношении антибактериальной активности гомогенат трутневого расплода 

не изучен вовсе. Известно, что пчёлы, как и все организмы, используют антими-

кробные пептиды в качестве компонента врождённого иммунитета: гименоптае-

цин, абаецин и апидаецин [111,  112,  113]. Однако значительная их концентрация 

наблюдается только в экспериментах по намеренному заражению личинок трут-

ней патогенами [166], в то время как гомогенат, полученный от здоровых личинок, 

имеет низкую концентрацию AMP, недостаточную для проявления антибактери-

ального эффекта [204].

В  отечественной  научной  литературе  можно  встретить  упоминание  ряда 

препаратов, произведённых из трутневого гомогената, обладающих, в том числе, и 

антибактериальной активностью [41]. Однако все они не зарегистрированы как ле-

карственные средства, что не позволяет сделать вывод о соответствии проведён-

ных клинических испытаний принципам доказательной медицины.

1.2.2 Способность пчелиного мёда, маточного молочка и трутневого расплода 

влиять на поведение

В отечественной и зарубежной научной литературе существует ограничен-

ное  количество  исследований  на  тему  способности  продуктов  пчеловодства 
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влиять на поведение, при этом практически все они сконцентрированы на анксио-

литической,  антидепрессивной и ноотропной активности пчелиного мёда и ма-

точного молочка. В ряде публикаций указывается на способность мёда улучшать 

память крыс, подвергнутых воздействию стресса, оказывать антидепрессивное и 

анксиолитическое действие при различных способах моделирования депрессивно-

го состояния и в сравнении с разными источниками углеводов [52,  68,  67,  127, 

316]. Предполагается, что данное действие связано с антиоксидантной и антибак-

териальной  активностью  мёда,  а  также  содержанием  фенольных  соедине-

ний [295]. Растворы мёда различной концентрации, вводимые перорально, оказы-

вают антибактериальное действие в кишечнике и модулируют ось мозг-кишечник, 

что ведёт к изменению поведения у животных, интерпретируемое как антидепрес-

сивное действие [394]. Дополнительное анксиолитическое действие могут оказы-

вать содержащиеся в составе пчелиного мёда фенольные соединения, такие как 

хризин и пиноцембрин, которые демонстрируют способность уменьшать депрес-

сивное поведение животных [156, 377].

Антидеперссивный, анксиолитический и ноотропный эффекты установлены 

также и для маточного молочка [65, 140, 313]. Кроме влияния на поведение в клас-

сических поведенческих тестах, маточное молочко повышает экспрессию сиртуи-

на 1 в амигдале, снижает повышенную экспрессию генов синтеза и транспорта хо-

лестерола, тем самым влияя на повышенный при депрессии стероидогенез, сни-

жает концентрацию ГАМК в гипоталамусе и стриатуме, кортикостерона в плазме 

крови, повышает концентрацию BDNF в гиппокампе и префронтальной коре [168, 

200, 290, 312]. К сожалению, детальные данные о механизме действия компонен-

тов маточного молочка в научной литературе отсутствуют, однако известно, что 

10-гидрокси-2-деценовая кислота также оказывает антидепрессивное и анксиоли-

тическое действие [206, 379].

Сообщения о влиянии трутневого расплода на поведение единичны [33, 35, 

39]. Детальных данных об основах наблюдаемого эффекта нет, однако установле-

но, что пептидная фракция влияет на активность карбоксипептидазы Е и глицил-

глицин-дипептидазы в нервной ткани [8, 34].
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1.3 Нейробиологические основы развития тревожности

Под тревожностью понимают как нормальную физиологическую реакцию 

подготовки организма к опасности, так и патологическое состояние повышенного 

уровнем возбудимости ЦНС. Тревожность как патология является одним из самых 

распространённых нарушений психической деятельности, особенно после панде-

мии COVID-19. По данным метаобзора 2020 года, симптомы тревожности наблю-

дались у четверти пациентов [327]. В соответствии с МКБ-11 тревога определяет-

ся как реакция, направленная на будущую, предполагаемую угрозу, и в связи с 

этим выделяют следующие патологии, в которых тревожность является главным 

или сопутствующим симптомом:

− Тревожные  или  связанные  со  страхом  расстройства:  генерализованное 

тревожное расстройство (6B00), паническое расстройство (6B01), агорафо-

бия (6B02), специфическая фобия (6B03), социальное тревожное расстрой-

ство (6B04), сепарационное тревожное расстройство (6B05) и селективный 

мутизм (6B06), вторичный тревожный синдром (6E63).

− Тревожные  расстройства  вследствие  употребления  ПАВ:  тревожные 

расстройства из-за употребления алкоголя, каннабиса, синтетических канна-

биноидов,  опиоидов,  седативных,  снотворных  или  анксиолитических 

средств, кокаина, стимуляторов, в том числе амфетаминов, метамфетамина 

или меткатинона, синтетических катинонов, кофеина, галлюциногенов, ле-

тучих ингалятов, МДМА или сходных наркотических веществ, диссоциатив-

ных наркотических веществ и других уточнённых или неуточнённых ПАВ 

(6C40.71-6C47.71, 6C48.40, 6C49.61, 6C4B.71, 6C4C.71, 6C4D.71, 6C4D.61, 

6C4E.71, 6C4G.71).

− Расстройства  цикла  сон-бодрствование:  ночные  кошмары,  включая 

расстройства с тревожными сновидениями (7B01.2) [199].

Такой широкий спектр заболеваний, связанных с тревожностью, может сви-

детельствовать о комплексном характере данного типа психической активности. 

Современные научные данные подтверждают это, т. к. при тревожности изменяет-

ся функционирование не какого-то отдельного региона ЦНС, но меняется характер 
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работы разных отделов головного мозга как функционально,  так и биохимиче-

ски [37].

1.3.1 Роль нейромедиаторных систем в развитии тревожности

Холинергическая система. Рецепторы к ацетилхолину широко представле-

ны в разных отделах нервной системы, связывание с которыми в большинстве 

случаев приводит к активирующему действию на нейроны. Работа холинергиче-

ской  системы  необходима  для  нормальной  способности  удерживать  внимание, 

учиться и запоминать новое, регуляции движения [3]. Однако также была показана 

её роль в модуляции работы системы подкрепления через мускариновые и никоти-

новые рецепторы. Так,  холинергические клетки моста проецируются в богатые 

дофаминовыми нейронами вентральную зону покрышки и чёрное вещество, где 

модулируют  активность  дофаминергических  нейронов.  Богатая  дофаминовыми 

нейронами терминальная часть прилежащего ядра содержат небольшое количе-

ство  активных  холинергических  нейронов,  плотно  связанных  с  большинством 

нейронов этого компонента системы подкрепления [261].

Исследования демонстрируют важную роль холинергических рецепторов в 

развитии тревожности.  На это указывает повышенный уровень ацетилхолина в 

нервной ткани у больных с депрессивными и тревожными эпизодами,  а  также 

чрезмерная возбудимость в ответ на стрессовые стимулы, наблюдаемая при нару-

шении механизмов инактивации ацетилхолина [185]. Существует также функцио-

нальная связь между вниманием и уровнем тревожности, опосредованная ацетил-

холином. В норме уровень ацетилхолина в гиппокампе изменяется при обучении и 

обработке информации и консолидации воспоминаний. При фокусировании вни-

мания на опасности в условиях хронической тревоги концентрация ацетилхолина 

повышается  для  поддержания  достаточного  уровня  внимания  к  будущей  угро-

зе [272]. Также показано, что вентральная часть гиппокампа имеет высокую плот-

ность мускариновых рецепторов. При стрессе увеличивается как секреция ацетил-

холина, так и активность нейронов в этом отделе гиппокампа, что ведёт к повыше-

нию уровня тревожности. При введении антагониста мускариновых рецепторов 
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активность нейронов снижается, что приводит к уменьшению выраженности тре-

воги [269].

Вклад в регуляцию тревожного поведения вносят также и никотиновые ре-

цепторы, расположенные на дофаминовых нейронах вентральной зоны покрышки. 

При внутривенном введении никотина в количестве,  аналогичному нормальной 

дозе курящего, активировались две популяции таких нейронов, имеющих разные 

функциональные проявления: нейроны, проецируемые в прилежащее ядро, и ней-

роны, проецируемые в ядра амигдалы. Ингибирование активности последних но-

сит анксиогенный характер, в то время как активация уменьшает выраженность 

тревоги [289]. В целом никотиновые рецепторы задействованы в регуляции форм 

поведения, связанными со страхом и тревожностью [305]. Значение никотиновых 

рецепторов в развитии тревожности показано также и статистически: количество 

случаев тревожных расстройств практически в два раза выше среди курящих па-

циентов [238]. Таким образом, современные достижения в области изучения функ-

ционирования  холинергической  системы  показывают  её  значение  в  патогенезе 

тревожных заболеваний [382].

Катехоламиновая система. К катехоламинам относят дофамин, норадрена-

лин и адреналин. Нейромедиаторную функцию выполняют только первые два, то-

гда как адреналин секретируется мозговым веществом надпочечников и играет 

роль гормона [192].

Рядом исследований показано, что дофамин играет ключевую роль в регуля-

ции страха и тревожности. Он не только модулирует работу стоп-механизма пре-

фронтальной коры в отношении анксиогенного направления амигдалы, но и влия-

ет на характер передачи импульсов между её базолатеральными и центральными 

ядрами. Показано также, что дофамин из вентральной области покрышки активи-

рует ряд регионов амигдалы (переднебоковые главные, паракапсулярные вставоч-

ные островки и боковые центральные ядра), связываясь с рецепторами обоих ти-

пов [278]. Анксиолитическая способность присутствует только у DRD1, т. к. при 

интраамигдальном введении антагонистов выраженность тревожности снижается, 

в то время как введение агонистов приводит к анксиогенному эффекту [106]. Дан-
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ные о функции DRD2 при тревожности разнятся. Например, активация DRD2 в 

базолатеральных ядрах при интраамигдальном введении агонистов приводит к по-

вышению тревожности,  которая снижается при действии антагонистов [386].  У 

крыс с «тревожным» генотипом, связанным с полиморфизмом Ncol, концентрация 

дофамина в амигдале была снижена по сравнению со «спокойными» крысами, как 

предполагается, за счёт интенсивного метаболизма этого медиатора [28]. Однако в 

целом данные об общей концентрации дофамина в амигдале и тревожности свиде-

тельствуют о корреляции высокого уровня его секреции в амигдале и передней ча-

сти поясной коры с высоким уровнем тревожности. В то же время низкий уровень 

тревожности связан с низкой связностью этих двух регионов и пониженной кон-

центрацией дофамина в амигдале [79]. Это также подтверждается и со стороны ак-

тивности переносчика дофамина. При блокировании мРНК этого белка методом 

РНК-интерференции в прилежащем ядре у экспериментальных животных снижал-

ся общий уровень тревожности [72]. Также по-разному дофаминергическая систе-

ма откликается на стресс в зависимости от возраста организма. Стресс в малом 

возрасте приводит к повышенной секреции дофамина в прилежащем ядре и выра-

женной тревожности, тогда как в зрелом возрасте воздействие такого же стрессо-

вого фактора не приводит к подобным изменениям баланса дофамина [391].

Роль норадреналина в развитии тревожности изучена слабо. Большинство 

исследований  о  значении  этого  нейромедиатора  в  патогенезе  аффективных 

расстройств сконцентрированы на депрессивных синдромах, в том числе имею-

щих коморбидность с тревожными расстройствами [129]. В норме норадреналин 

вовлечён в процессы регуляции внимания, познания и обучения новому, регулиру-

ет сон и ответ организма на стресс [159]. Установлено, что норадреналинергиче-

ские нейроны концентрируются в голубом пятне и проецируются в кору, лимбиче-

скую систему,  ствол,  промежуточный и спинной мозг,  т.  е.  в  отделы ЦНС, во-

влечённые в регуляцию поведения, характер работы которых изменяется при раз-

витии  многих  психиатрических  заболеваний  [101].  Через  норадреналин  также 

осуществляется  контроль  секреции  кортиколиберина:  норадреналинергические 

ядра  посылают  сигналы  через  вентральные  норадреналинергические  пучки 
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(VNAB), которые активируют кортиколибериновые нейроны в паравентрикуляр-

ных ядрах гипоталамуса [207].  Экспериментально показано,  что разнообразные 

стрессовые события, включая эмоциональный стресс, значительно повышают се-

крецию норадреналина в гипоталамусе, амигдале и голубом пятне. Дополнитель-

но антагонисты α2-адренорецепторов оказывают анксиогенный эффект за счёт на-

копления норадреналина в тех же регионах мозга [96, 362], что позволило сформу-

лировать теорию о центральной гиперсекреции норадреналина как одного из глав-

ных факторов в патогенезе генерализованного тревожного расстройства [218].

Серотонинергическая система. Другим моноамином, играющим роль в ре-

гуляции  и  патогенезе  тревожности,  является  серотонин.  Серотонинергические 

нейроны локализуются в  ядрах шва и проецируются в  вентромедиальную пре-

фронтальную кору, амигдалу, гиппокамп и базальные ганглии, а зоны проекции 

сходны с  проекциями  норадреналинергичекских  нейронов  [3].  Предполагается, 

что через серотонинергическую систему происходит центральная регуляция тре-

вожного  поведения,  однако  детальные  механизмы  этой  регуляции  неизвестны. 

Экспериментальные данные по изучению серотониновых нейронов,  рецепторов 

серотонина и уровня его секреции в норме и при патологии противоречивы. Точно 

известно, что при ПТСР, ОКР и панических расстройствах характер работы серо-

тонинергической системы изменяется.  Однако из-за широкого разнообразия ре-

цепторов и сильно различающейся по спектру функциональной нагрузки отделов 

головного мозга, куда проецируются серотонинергические нейроны, характер из-

менения работы этой системы варьирует вплоть до диаметрально противополож-

ных эффектов [155, 181, 182, 214]. Например, экспериментально показано, что по-

вышенная секреция серотонина в базолатеральных и латеральных ядрах амигдалы 

ведёт к повышению уровня страха и тревожности [60]. Снижение же секреции се-

ротонина под действием 5,7-дигидрокситриптамина обеспечивает анксиолитиче-

ский эффект [351], в то время как низкий уровень серотонина в медиальной пре-

фронтальной коре и вентральном гиппокампе ведёт наоборот, к повышению тре-

вожности [311, 370]. В то же время нокаутные мыши по гену триптофангидрокси-

лазы 2 демонстрируют сниженный уровень тревожности в различных поведенче-
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ских тестах [280]. Из достоверно известных нейробиологических механизмов, ра-

ботающих при тревожных состояниях, изучены пока только три пути. Во-первых, 

для уменьшения тревожного поведения серотонин связывается с нейронами дор-

сальной части ядра ложа терминальной полоски через 1А рецепторы и гиперполя-

ризует  их  [165].  Во-вторых,  серотонин  из  серотонинергических  нейронов  ядер 

шва повышает уровень тревожности и страха, активируя субпопуляцию кортико-

либериновых нейронов дорсальной части ядер ложа терминальной полоски. Серо-

тониновые проекции из дорсальных ядер шва также через 2С рецепторы ингиби-

руют  анксиолитическую активность  кортиколибериновых  нейронов  дорсальной 

части ядер ложа терминальной полоски на вентральную область покрышки и бо-

ковой гипоталамус [260].  В-третьих, было выяснено, что серотонин по-разному 

модулирует тревожность, вызванную различными стимулами. У мышей нейроны 

дорсальных ядер шва, секретирующие серотонин и экспрессирующие VGLUT3, 

проецируются в базальную часть амигдалы и область пирамидальных нейронов. 

Активация первых ингибирует секрецию серотонина через ГАМКB-рецепторы на 

серотониновых терминалях в базальной части амигдалы, что вызывает тревож-

ность по типу социального избегания, а также страх ярко освещённых мест. Одна-

ко активация нейронов второй группы — субпопуляции пирамидальных нейронов 

базальной части амигдалы — через серотониновые нейроны 1А и 1В типа, что 

приводит только к реакции социального избегания [393]. В-четвёртых, серотони-

нергические нейроны шва, проецируемые в амигдалу, вызывают тревожное пове-

дение,  а  проецируемые  в  префронтальную  кору  —  анксиолитический  эф-

фект [369].

Неоднозначность роли серотонина в развитии тревожности отражается так-

же и в клиническом аспекте. Для лечения тревожных расстройств зачастую приме-

няются ингибиторы обратного захвата серотонина, однако при разовом введении 

таких препаратов тревожность у больных наоборот, повышается, но такой эффект 

не  наблюдается  у  людей  без  проявлений  симптомов  аффективных 

расстройств [284]. В то же время найдено, что у больных с паническими и соци-

альным тревожным расстройствами наблюдается низкое сродство к 1А типу ре-
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цепторов [56], однако в моделях in vivo агонисты этого же типа рецепторов прояв-

ляют своё действие только в ограниченном наборе моделей тревожного поведе-

ния [369]. Продемонстрирована также и связь с характером работы переносчика 

серотонина в таламусе. Например, у больных с униполярным большим депрессив-

ным расстройством и ОКР снижено сродство переносчика 5-HTT, что коррелирует 

с повышенным уровнем кортизола в сыворотке крови [319].

Для  описания  роли  серотонина  в  развитии  тревожности  и  тревожных 

расстройств был предложен целый ряд теорий. На сегодня наиболее популярной 

считается теория «серотониновых качелей». В соответствии с ней, тревожность 

характеризуется  повышенной  активностью  серотонинергической  системы,  в  то 

время как депрессия — пониженной. Однако примерно в трети случаев тревож-

ность и депрессия — коморбидные состояния, а серотонин оказывает как анксио-

литический, так и анксиогенный эффект в зависимости от отдела мозга и причин 

тревожности [57, 354]. Дополнительную сложность в создание комплексной и точ-

ной теории также вносит и разнообразие серотониновых рецепторов: в животных 

моделях только в случае активации пресинаптических 1А и 2В и блокировании 

пресинаптических 1В, 2А, 3 и 5А рецепторов проявлялся анксиолитический эф-

фект, тогда как для постсинаптических 1А и 1В, 2С, 4, 6 и 7 типов аналогичный 

эффект наблюдался как при активации этих рецепторов, так и при их блокирова-

нии.

ГАМКергическая  и  глутаматергическая  системы. Гамма-аминомаслян-

ная кислота — основной тормозной нейромедиатор головного мозга млекопитаю-

щих, обеспечивает регуляцию двигательной функции, формирование эмоциональ-

ного поведения, организации процессов обучения и памяти, поддержания услов-

ных рефлексов, модулирует работу других нейромедиаторных систем [3]. Несмот-

ря на долгую историю применения бензодиазепинов (аллостерических модифика-

торов ГАМКА-рецепторов) в качестве транквилизаторов и седативных средств, до 

сих пор не существует чёткой модели, объясняющей роль ГАМК в формировании 

тревожного поведения в норме и при патологии. Противоречивые результаты раз-

личных экспериментальных работ не позволяют сделать однозначного вывода об 
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эффекте ГАМК как модулятора тревожности. Например, животные со сниженным 

уровнем  синтеза  ГАМК  в  ядрах  ложа  терминальной  полоски  демонстрируют 

меньшую подверженность стрессу и тревоге [325]. Повышенный уровень ГАМК в 

вентромедиальной префронтальной коре наблюдается при тревожности [135], в то 

время как внутримозговая гипофункция ГАМКАδ-рецепторов является причиной 

стрессогенной тревожности [314]. Активация ГАМКА-рецепторов тормозит возбу-

димость прелимбической коры и приводит к анксиолитическому эффекту [175]. В 

целом,  дизрегуляция  работы ГАМКергической  системы  связана  с  развитием 

расстройств тревожного спектра, эпилепсии и бессонницы [275, 285]. Однако бо-

лее  подробная  информация  о  роли  ГАМКергической  системы в  формировании 

этих  патологий  неизвестна,  равно  как  и  неизученной  остаётся  роль  секреции 

ГАМК глиальными клетками [340, 403].

В ряде публикаций изменения в работе ГАМКергической системы рассмат-

риваются больше со стороны следствия, нежели причины тревожности [276]. Та-

ким образом, отклонения в секреции или рецепции ГАМК как тормозного нейро-

медиатора являются компенсаторными механизмами, которые обеспечивают ней-

рохимические основы для адаптации к пребыванию индивида в высокострессо-

вых ситуациях. Например, у мышей с повышенным уровенем тревожности в ами-

гдале было увеличено содержание обеих форм глутаматдекарбоксилазы (GAD65 и 

GAD67), различных субъединиц ГАМКА и ГАМКВ рецепторов (α1-5,  β1-3,  γ1-2, 

GBBR1, GBBR2) и их мРНК, что рассматривается как попытка компенсации чрез-

мерной возбудимости амигдалы и других отделов мозга, участвующих в регуля-

ции тревожного поведения [363]. Усиление данного адаптивного ответа организма 

лежит в основе проявления терапевтического эффекта тиагабина при генерализо-

ванном тревожном расстройстве [308].

Другая  потенциальная  роль  ГАМКергической  системы — осуществление 

патогенетической связи между тревожностью и депрессией. Установлено, что ге-

нетические полиморфизмы в генах ГАМК-рецепторов обоих типов ведут к разви-

тию различных аффективных расстройств, в том числе тревожности [219]. Также 

при  патологической  тревожности  в  амигдале  наблюдается  дефицит  не  только 
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ГАМК, но и серотонина [51]. Экспериментально показано, что ГАМКергические 

нейроны  подавляют  активность  серотонинергических  нейронов  в  дорсальных 

ядрах шва, что приводит к снижению секреции серотонина в других отделах мозга 

и развитию депрессивных состояний [193]. Данная теория находит применение и 

в клинической практике: аллостерические модуляторы ГАМКВ-рецепторов — пер-

спективные  антидепрессанты  и  анксиолитики,  а  для  лечения  тревожных 

расстройств, наряду с бензодиазепинами, применяются также агонисты 5HT1А-

рецепторов и селективные ингибиторы обратного захвата серотонина [134, 153].

Функционально в развитии и регуляции тревожности с работой ГАМКерги-

ческой системы связана также и глутаматергическая. В целом глутаминовая кис-

лота является главным возбуждающим медиатором, действующим во всех отделах 

ЦНС, а проекции глутаматергических нейронов находятся в коре больших полу-

шарий, обонятельной луковице, гиппокампе, чёрном веществе, мозжечке, глута-

матергические синапсы обнаружены в амигдале и стриатуме [3].

В научной литературе не существует единой теории о роли глутаматергиче-

ской системы в развитии и поддержании тревожности, объединяющей разрознен-

ные факты [61]. Несмотря на это предполагается, что в норме или у индивидов со 

сбалансированным фенотипом депрессия/тревожность существует баланс между 

торможением процессов возбудимости как результат работы ГАМКергической си-

стемы и активацией таковых под действием глутаматергической системы. В соот-

ветствии с этой теорией функционального равновесия временный сдвиг в сторону 

активации ведёт к реакциям тревожного типа и активации гиппокампа, прилежа-

щего ядра и амигдалы. В то же время постоянный патологический сдвиг приводит 

к расстройствам тревожного спектра, тогда как постоянное доминирование тормо-

зящей ГАМКергической системы приводит к расстройствам депрессивного спек-

тра [217]. Однако противоречивые результаты по изучению уровня секреции глу-

тамата и характеру активации глутаматных рецепторов подтверждают данную ги-

потезу лишь частично. Установлено, что у людей с тревожным расстройством по-

вышен  уровень  глутамата  в  таламусе,  передней  поясной  извилине  и  головном 

мозге в целом [273, 307], а антагонисты NMDAR и mGluR8 вызывают анксиолити-
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ческий эффект [71, 397]. В других исследованиях наоборот, пренатально стресси-

рованные крысы с высоким базовыми уровнем тревожности имеют сниженный 

уровень секреции глутамата в вентральном гиппокампе, а делеция гена везикуляр-

ного переносчика глутамата 3 (VGLUT3) приводит к повышению тревожности у 

мышей [62, 262].

Несмотря на общую малую изученность вопроса о роли глутаматергической 

системы в развитии тревожных состояний, существуют теории, объясняющие па-

тогенез отдельных заболеваний тревожного спектра или описывающие характер 

работы определённых нервных путей регуляции тревожного поведения.  Напри-

мер,  существует  путь  для  регуляции  интенсивности  проявления  стрессогенной 

тревожности, нарушение работы которого влечёт к развитию тревожных патоло-

гий. Установлено, что активность базолатеральных ядер амигдалы также регули-

руется  глутаматергическими  проекциями  из  дорсомедиальной  префронтальной 

коры.  Повышенная секреция глутамата,  вызванная психоэмоциональным стрес-

сом, вызывает смену реципрокного характера взаимодействия этих двух регионов 

мозга  на  однонаправленный с  преобладанием  активирующих сигналов  из  пре-

фронтальной коры в амигдалу, что увеличивает активность последней, опосредуя 

повышенный уровень тревожности [249]. Также хорошо изученным является ме-

ханизм возникновения и усиления симптомов при ПТСР под действием высоких 

концентраций глутамата. В соответствии с этой моделью при сильном стрессе и 

психологической травме происходит дизрегуляция ГГНО, что ведёт к повышенно-

му уровню секреции глутамата. Как следствие, возникает ауторегуляция метабо-

тропных mGluR2 и mGluR3 и снижению их чувствительности в попытке адапта-

ции, что приводит к ещё большему повышению глутамата. В конечном итоге воз-

никает эксайтотоксичность, которая приводит к снижению синаптической связно-

сти, что ведёт к ещё большей дизрегуляции путей контроля реакций страха и тре-

вожности [64]. В подтверждение этой теории было продемонстрировано, что по-

вышенный уровень глутамата ведёт к волюметрическим изменениям в лимбиче-

ской  системе  и  разных  регионах  коры  за  счёт  ремоделинга  дендритных  се-

тей [282].
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Также экспериментально показано, что глутаматергическая и серотонинер-

гическая системы регулируют развитие тревожности сообща. Например, при вве-

дении NMDA в дорсальную части околоводопроводного серого вещества уровень 

тревожности крыс увеличивался. Однако таких изменений не происходило, если 

животных предварительно подвергнуть воздействию антагонистов 5-HT1A-рецеп-

торов. В то же время при предварительном введении агонистов тех же рецепторов 

тревожность под действием NMDA развивалась [279].

Тем не менее, малая изученность роли глутаматергической системы в регу-

ляции тревоги и тревожного поведения не является препятствием для разработки 

новых классов анксиолитических препаратов, таких как антагонисты и частичные 

агонисты  NMDAR,  агонисты  AMPAR  и  аллостерические  регуляторы  mGluR 

разных типов [320, 380]. Возможная связь между глутаматергической и серотони-

нергической системами также обосновывает дискутируемое применение кетамина 

в качестве антидепрессанта и для лечения ПТСР [163].

Нейростероиды, газотрансмиттеры и эндоканнабиноиды. Нейростерои-

ды представляют собой липофильные молекулы, построенные на основе конден-

сированной циклической системы ланостерола. Первоначально под нейростерои-

дами подразумевались  только  молекулы,  синтезируемые в  нервной ткани ЦНС 

de novo. Однако теперь нейростероидами считают и молекулы, прекурсоры кото-

рых синтезированы за её пределами. К ним относятся такие стероиды, как алло-

прегненолон,  дегидроэпиандростерон и  его  сульфат,  прогестерон,  прегненолон, 

3α,5α-тетрагидропрогестерон  и  ряд  других.  По  современным  представлениям, 

нейростероиды синтезируются как нейронами, так и глиальными клетками. Клет-

ки, где происходит нейростероидогенез, маркируют цитогистохимическими мето-

дами по наличию активности ферментов их синтеза (цитохром P450scc (20,22-де-

смолаза),  3-бета-гидроксистероиддегидрогеназа,  5-альфа-редуктаза,  цитохром 

P450c17 (17-альфа-гидроксилаза) [331].

За последние 15 лет заметно вырос интерес к биологическим функциям ней-

ростероидов. Активно исследуются их роль в регуляции процессов нейрогенеза и 

ноцицепции, патогенезе воспалительных процессов в ЦНС, эпилепсии, шизофре-
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нии,  депрессии  и  других  заболеваний  нервной  системы,  включая  тревожные 

расстройства [330]. В целом вопрос о влиянии нейростероидов на регуляцию тре-

вожности остаётся мало изученным, но существует ряд исследований, в которых 

показано, что аллопрегнанолон и дегидроэпиандростерон участвуют в регуляции 

ответа организма на стресс и оказывают анксиолитический эффект. Данное умень-

шение тревожности реализуется через снижение функциональной связности меж-

ду амигдалой и дорсомедиальной префронтальной корой, предклиньем и гиппо-

кампом [163].  Показано также, что аллопрегнанолон участвует в регуляции на-

строения у женщин в период менструального цикла. Низкие или средние концен-

трации увеличивают активность амигдалы, а высокие уменьшают [69]. У крыс с 

тревожностью, вызванной хронической нейропатической болью, увеличено содер-

жание прегненолона, прогестерона, деоксикортикостерона и аллопрегнанолона в 

гиппокампе [401].

В ряде исследований продемонстрирована роль нейростероидов в нормаль-

ном развитии нервной системы. Так, повышенный уровень аллопрегнанолона в 

постнатальный период изменяет характер развития гиппокампа, что ведёт к сни-

жению его же анксиолитического действия во взрослом возрасте [274]. Интрон-

ные SNP в гене альдокеторедуктазы 1-го семейства, влияющие на эффективность 

работы  фермента,  положительно  коррелируют  с  количеством  панических 

расстройств у женщин, оказывая влияние на доступность прогестерона или ско-

рость его превращения в аллопрегнанолон [315].

Наиболее хорошо изучено анксиолитическое действие нейростероидов, реа-

лизуемое за счёт аллостерической регуляции ГАМКА-рецепторов. Модулирующая 

активность на эти рецепторы показана для прогестерона, прегненолона, 3α,5α-тет-

рагидропрогестерона,  дегидроэпиандростерона  и  его  сульфата.  Предполагается, 

что активирующее действие ГАМКА-рецепторов под действием нейростероидов 

реализуется как фазически (за счёт активации синаптических γ2-рецепторов), так 

и тонически (через связывание с δ-рецепторами), причём рецепторы второго типа 

более чувствительны к ним [110]. Найдено, что при генерализованном тревожном 

расстройстве уровень последнего снижен, а при ПТСР повышен, но только у муж-
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чин [194,  250,  318]. Более того, показана способность нейростероидов регулиро-

вать работу также и NMDA- и каинатных рецепторов [148].

Вовлечённость  нейростероидов  в  регуляцию тревожности  делает  их  пер-

спективными кандидатами для создания лекарственных препаратов для лечения 

аффективных расстройств. FDA одобрена лекарственная форма аллопрегнанолона 

(брексанолон) в качестве антидепрессанта, модулирующего работу ГАМКергиче-

ской системы, а зуранолон (3α-гидрокси-3β-метил-21-(4-циано-1H-пиразол-1′-ил)-

19-нор-5β-прегнан-20-он) находится на стадии клинических испытаний [408].

К газотрансмиттерам относят оксид азота (II) NO, сероводород H2S, моноок-

сид углерода CO и оксид серы SO2. Эти молекулы образуются эндогенно в нерв-

ной ткани из соединений-доноров, имеющих соответствующие функциональные 

группы.

Роль  газотрансмиттеров  в  формировании  тревожности  в  целом  изучена 

мало, и наибольшее количество публикаций приходится на NO. Известно, что в 

норме нейрональный оксид азота (nNO) действует как в ЦНС, так и ПНС. nNO 

участвует  в  контроле  осцилляторной  активности  нейронов,  ноцицепции,  цир-

кадных ритмов, обоняния, термогенеза, пищевого и водного аппетита, а также в 

передаче межклеточных сигналов как вторичный мессенджер [3]. Предполагается, 

что nNO реализует свои физиологические эффекты за счёт модуляторного дей-

ствия на классические нейромедиаторные системы (ГАМК, серотониновая и глу-

таминовая), активируя MAPK-путь и цГМФ-сигнальную систему, либо через свя-

зывание с соответствующими рецепторами [268, 301]. Результаты исследований в 

этой области противоречивы и указывают на противоположные эффекты, возни-

кающие при активации nNO-системы. Например, при вызванной эуфиллином тре-

воге пероральный приём доноров оксида азота снижал выраженность стрессового 

поведения, а последующий приём ингибитора NO-синтазы — повышал [179, 277]. 

Однако в других исследованиях ингибиторы этого фермента вызывали анксиоли-

тический эффект [248, 378]. В то же время введение NO-доноров в ядро ложа тер-

минальной полоски и медиальную префронтальную кору приводило к повыше-

нию тревожности [132,  152]. Несмотря на это, достоверно показана связь между 
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nNO-системой и другими нейромедиаторами. Например, антагонисты кортиколи-

бериновых и NMDA рецепторов снижают анксиогенное действие nNO. Активация 

постсинаптических NMDA и AMPA рецепторов приводит к стимуляции нейро-

нальной синтазы оксида азота, а снижение активности nNO-системы приводит к 

снижению метаболизма моноаминов [108,  152,  406].  Установлен также один из 

возможных механизмов возникновения тревожности при хронической боли. Пред-

полагается,  что  экспрессирующие NO-синтазу нейроны вентромедиальной пре-

фронтальной коры активируются проекциями нейронов передней части паравен-

трикулярных ядер таламуса, что ведёт к секреции оксида азота. Такой nNO увели-

чивает эффективность передачи сигнала через глутаматергическую систему в вен-

тромедиальной префронтальной коре через активацию AMPA-рецепторов путём 

их нитрозинирования у нейронов, экспрессирующих Ca2+/кальмодулин-зависимую 

протеинкиназу 2α [246].

Рядом исследований отмечается, что на современном уровне развития наук о 

мозге пока ещё невозможно однозначно сказать о роли NO в развитии тревожно-

сти, а эксперименты на эту тему имеют ряд методических изъянов. Большая часть 

таких  исследований  проведены с  применением  доноров  оксида  азота,  которые 

сами по себе могут оказывать анксиолитический или анксиогенный эффект, либо с 

применением неспецифических ингибиторов NO-синтазы [306].

Роль сероводорода, монооксида углерода и оксида серы в регуляции тревож-

ного поведения исследована крайне слабо. Показано, что ЦНС H2S синтезируется 

из  цистеина с  участием цистатионин-бета-синтазы,  цистатионин-гамма-лиазы и 

цистеин-аминотрансферазы, либо через превращение цистеина в 3-меркаптопиру-

ват  и  дальнейшее  десульфирование  под  действием  3-меркаптопируват-серо-

трансферазы [49, 164, 184]. H2S вовлечён в долговременную потенциацию и регу-

ляцию ГАМКВ-рецепторов в гиппокампе, участвует в поддержании уровня внекле-

точного кальция и pH. CO в ЦНС синтезируется гемоксигеназой 1 и 2 (первая изо-

форма экспрессируется во всех нейронах и глиальных клетках, вторая изоформа 

найдена  в  гиппокампе,  гипоталамусе,  неокортексе,  обонятельных  луковицах  и 

мозжечке) и может быть вовлечён в модуляцию работы переносчиков дофамина и 
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глутамата через модуляцию цГМФ-сигнального пути [364, 373]. Источники оксида 

серы в нервной системе не найдены, а функции не установлены. В единичных ис-

следованиях  функции  сероводорода  получены  противоречивые  результаты. 

Например, в части экспериментов доноры сероводорода оказывали анксиолитиче-

ский эффект, но не у всех видов экспериментальных животных [221, 301]. Досто-

верно  была  показана  способность  активации  NMDA-рецепторов  и  стимуляции 

обратного захвата ГАМК [124].

Доля исследований роли CO и оксида серы в формировании тревожного по-

ведения минимальна. Найдено лишь, что лизинат гема и димер трикарбонилди-

хлорорутения (II) — доноры CO — при введении в голубое пятно и внутрибрю-

шинно соответственно снижали тревожность [109,  119]. Доноры оксида серы — 

сульфат и гидросульфат натрия — оказывали анксиолитический эффект в модели 

хронического непредсказуемого стресса [220, 339].

Парадоксально мало изучена роль эндоканнабиноидной системы в регуля-

ции тревожного поведения. Несмотря на длительную историю применения расти-

тельных источников каннабиноидов в рекреационных целях, заметное внимание 

исследователей к этой системе,  участвующей в формировании поведения и на-

строения, начало появляться только в последнее десятилетие. Было найдено, что 

эндоканнабиноидная система регулирует процессы синаптической передачи сиг-

нала и состоит из рецепторов двух типов (CB1R и CB2R), самих эндоканнабинои-

дов  (анандамид,  N-арахидонил-дофамин  (NADA)  и  2-арахидоноилглицерол  (2-

AG)) и ферментов их обмена: диацилглицероллипазы-альфа, моноацилглицерол-

липазы, гидролазы амидов жирных кислот [115]. Эндоканнабиноиды синтезиру-

ются как нейронами, так и глиальными клетками. 2-AG секретируется на постси-

наптической мембране и связывается с CB1R на пресинаптической терминали, что 

ингибирует секрецию нейротрансмиттера, а CB2R участвуют в иммунных реакци-

ях и найдены на микроглиальных клетках [390].

В немногих исследованиях по изучению детальных механизмов влияния эн-

доканнабиноидной системы на тревожность показано,  что как снижение,  так и 

увеличение её активности приводит к повышению тревожности. У нокаутных по 
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гену CB1R, с делецией в гене моноацилглицероллипазы или её сверхэкспрессии в 

глутаматергических нейронах гиппокампа мышей наблюдался повышенный уро-

вень тревоги [177, 208, 342], а нокаут CB1R в ГАМКергических нейронах передне-

го мозга приводил к снижению тревожности [187].

В настоящее время предполагается, что эндоканнабиноидная система регу-

лирует баланс между реактивностью и пассивностью в ответ на внешние и вну-

тренние стимулы через регуляцию других нейромедиаторных систем [253].  Из-

вестно также, что эффект экзогенных каннабиноидов дозозависим (при низких до-

зах наступает анксиолитический эффект через модуляцию работы кортикальной 

глутаматергической системы, а при высоких происходит повышение тревожности 

через  влияние на работу ГАМКергической системы переднего мозга  [387]).  На 

этом основании предполагается, что одно или иное воздействие на эндоканнаби-

ноидную систему в различных отделах мозга приводит к противоположным эф-

фектам за счёт изменения работы разных нейромедиаторных систем, чем и объяс-

няется противоречивость экспериментальных данных. В целом сегодня считается, 

что эндоканнабиноидная система перспективна как объект для изучения с целью 

разработки новых анксиолитических препаратов и антидепрессантов [195].

1.3.2 Роль пептидергической системы в развитии тревожности

Другим  типом  нейрорегуляторов  являются  нейропептиды.  Известно,  что 

они широко вовлечены практически во все процессы передачи сигнала не только в 

ЦНС, но и за её пределами. Нейропептиды передают сигналы не только паракрин-

но, аутокринно и юкстакринно, но и действуют как гормоны. На сегодня открыто 

более 800 различных нейропептидов [288]. Большое разнообразие как самих пеп-

тидов, так их функций и биологических эффектов, позволило сформировать тео-

рию функционального пептидного континуума. В соответствии с ней каждый из 

пептидов, обладая уникальным комплексом активностей, функционально близок 

или совпадает с другими пептидами по физиологическому действию, что склады-

вается в непрерывный спектр с плавным переходом от одного комплекса функций 

к другому. Кроме нейропептидов, в регуляции работы различных пептидергиче-
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ских систем также участвуют и ферменты их процессинга, обеспечивающие их со-

зревание и модификацию функциональной активности через ограниченный про-

теолиз и сортинг [1].

Большое разнообразие пептидов и оказываемых ими эффектов значительно 

затрудняет изучение их вклада в регуляции тревожности, поэтому на сегодня из-

вестно относительно детально лишь о механизме работы ГГНО и её роли в акти-

вации тревожности в норме.

ГГНО берёт своё начало в гипоталамусе и регулируется через либерины и 

статины. Работа ГГНО также характеризуется поддержанием баланса между акти-

вацией и ингибированием активности по принципу обратной связи. Повышение 

концентрации гормонов надпочечников приводит к подавлению гипофизарной се-

креции или активации секреции статинов [3].

ГГНО является основным нейрохимическим механизмом регуляции тревож-

ности в норме у млекопитающих. Её активация лежит в основе ответа организма 

на различные стрессовые стимулы, в особенности угрожающие жизни. Показано, 

что дизрегуляция работы этой системы приводит к различным патологиям, в том 

числе к тревожным расстройствам и повышенному уровню стресса [216]. Запуск 

ГГНО начинается с активации мелкоклеточных кортиколибериновых нейронов па-

равентрикулярного ядра гипоталамуса, которые выделяют в области срединного 

возвышения кортиколиберин (41 а. о.) Он действует через CRHR1 на кортикотроп-

ные клетки передней доли гипофиза, что приводит к стимуляции синтеза проопио-

меланокортина (ПОМК, 241 а. о.), его ограниченного протеолиза и выделению ад-

ренокортикотропного гормона (АКТГ, 39 а. о.) в кровоток. Секреция АКТГ приво-

дит к усилению синтеза и выделению кортизола надпочечниками [222, 361]. Если 

молекуло-физиологические механизмы действия АКТГ и кортизола изучены де-

тально в течение 20 в., то более подробные данные о работе кортиколиберина как 

в рамках, так и за пределами ГГНО, были получены только за последние десяти-

летия. Было открыто, что кортиколибериновые нейроны проецируются не только в 

срединное возвышение, но также в норадренергическую область голубого пятна и 

центрального ядра амигдалы, ядро ложа терминальной полоски. Кортиколиберин 



37

помимо гипоталамуса экспрессируется в обонятельных луковицах, центральном 

ядре амигдалы, ядре ложа терминальной полоски, прилежащем ядре, коре голов-

ного  мозга,  гиппокампе,  околоводопроводном  сером  веществе,  ядрах  шва,  ла-

теральном ядре покрышки, парабрахиальном ядре, ретикулярной формации сред-

него мозга, голубом пятне, среднем вестибулярном ядре и дорсальном блуждаю-

щем комплексе.  Если в  гипоталамусе  кортиколиберин выполняет  эндокринную 

функцию, регулируя работу ГГНО, то в других регионах мозга, в частности в ами-

гдале и голубом пятне, участвует в формировании поведения, памяти, пищевого 

аппетита и поведенческий ответ на стресс [138, 294]. В целом считается, что кор-

тиколиберин является анксиогенным агентом как в рамках ГГНО, так и в других 

отделах мозга. Показано, что у крыс воздействие стрессовыми факторами приво-

дит к активации нейронов медиальной обонятельной зоны, имеющих CRHR2, а 

запуск тревожного поведения происходит через активацию амигдалы. Оттуда кор-

тиколибериновые нейроны посылают проекции в голубое пятно, область дорсаль-

ного шва и ядро ложа терминальной полоски, обеспечивая их тоническую актив-

ность через активацию норадренергической и серотонинергической систем этих 

областей. Возврат к базовому состоянию тревоги и внимания требует активации 

CRHR2-нейронов гиппокампа [197, 309, 359, 366].

В процессе ограниченного протеолиза из ПОМК кроме АКТГ также образу-

ются и другие нейропептиды:  α-,  β- и  γ-меланотропин (α-,  β- и  γ-МСГ),  β- и  γ-

липотропин, β-эндорфин. Связь между тревожностью показана для α- и γ-МСГ и 

β-эндорфина [237]. α-МСГ связывается с меланокортиновыми рецепторами MC3R 

и MC4R, γ-МСГ — только с MC3R на нейронах, тесно связанных с NPY-секрети-

рующими нейронами ствола мозга и дугообразного ядра гипоталамуса, участвую-

щих в регуляции тревожности [116]. Показано, что α-МСГ обладает анксиогенным 

эффектом  и  действует  как  антагонист  нейропептида  Y в  паравентрикулярных 

ядрах гипоталамуса, прилежащем ядре и дорсальном ядре шва [232]. β-эндорфин 

и два его производных —  α-  и  γ-эндорфины — являются представителями се-

мейства эндогенных опиатов и участвуют в анальгезии и регуляции ноцицепции. 

Об их роли в регуляции тревожности известно мало, однако показана способность 
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других эндогенных опиоидных пептидов — динорфина и энкефалинов — участ-

вовать в процессах активации тревожного поведения. Так, у мышей нокаут генов 

продинорфина и проэнкефалина или введение антагониста κ-опиоидных рецепто-

ров вело к анксиогенному эффекту [80, 270, 383], а введение аналога энкефалинов 

или сайленсинг мРНК проэнкефалина исключительно в центральном ядре амигда-

лы вело к снижению тревожности. Данные факты демонстрируют разнонаправ-

ленность действия энкефалинов и их функциональное различие в аспекте регуля-

ции тревожности с другими эндогенными опиоидами [169,  310].  Относительно 

связи других эндогенных опиоидных пептидов и тревожности известно мало. Из-

вестно лишь, что активация ноцицептиновых рецепторов приводит к анксиолити-

ческому эффекту [167].

Способность влиять на тревожное поведение также показана и для аргинин-

вазопрессина и окситоцина — двух циклических нейропептидов, родственных се-

мейству кортиколиберинов. Оба синтезируются в мелкоклеточных и крупнокле-

точных  нейронах  гипоталамических  паравентрикулярного  и  супраоптических 

ядер, но кроме срединного возвышения секретируются также и в нейрогипофизе, 

где найдены проекции крупноклеточных нейронов [197]. В норме вазопрессин ре-

гулирует водно-солевой баланс и при высоких концентрациях действует как вазо-

констриктор, активирует консолидацию памяти и подавляет реакции, связанные с 

системой  подкрепления.  Окситоцин  стимулирует  лактацию,  сокращения  матки, 

умеренный антагонист вазопрессина в процессах консолидации памяти, участвует 

в половом поведении и работе системы подкрепления [1]. Установлено, что окси-

тоцин ингибирует анксиогенную активность ГГНО, в норме секретируется как в 

ПНС, так и в ЦНС в ответ на стрессовые факторы как механизм защиты организ-

ма от повышенной возбудимости вследствие тревоги [190]. Вазопрессин наоборот, 

связываясь с V1-рецепторами активирует ГГНО, а у пациентов с тревожно-агрес-

сивным типом депрессии уровень вазопрессина в плазме повышен [172, 287].

Другой группой нейропептидов, связанной с тревожностью, являются тахи-

кинины. Найдена связь между тревожным поведением и концентрацией нейроки-

нина, нейропептида Y, вещества P и гемокинина-1. Установлено, что у крыс с по-
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вышенной тревожностью повышен уровень секреции нейрокинина А в поясной 

коре, стриатуме и околоводопроводном сером веществе, а антагонисты NK1-ре-

цепторов подавляют тревожность при алкогольной абстиненции [107,  233]. Кон-

центрация вещества P повышается в стрессовых условиях, включая эмоциональ-

ный стресс, что активирует ГГНО и увеличивает активность голубого пятна, ами-

гдалы, средней обонятельной зоны, околоводопроводного серого вещества, вен-

тромедиального ядра гипоталамуса и ядра ложа терминальной полоски за  счёт 

связывания с NK1-рецепторами [142, 201]. У нокаутных по гену гемокинина-1 мы-

шей наблюдается повышенный уровень базовой тревожности [85]. Интрацеребро-

вентрикулярное введение нейропептида Y снижает уровень тревожности у крыс, а 

SNP в гене этого нейропептида у человека повышает влияние психологического 

стресса в  детстве на восприимчивость к тревожности.  Показана также способ-

ность нейропептида Y модулировать активность холецистокинина-4 и снижать его 

анксиогенный эффект, а приём эсциталопрама и венлафаксина приводит к повы-

шению уровня NPY в плазме крови [137, 141, 298, 358]. Таким образом получает-

ся, что в норме нейропептид Y и гемокинин-1 снижает анксиогенную активность 

мозга в условиях стресса, в то время как другие тахикинины увеличивают.

Наконец, способность влиять на развитие тревожности показана также и для 

следующих нейропептидов:

− при связывании нейропептида S с его рецепторами в амигдале повышается 

секреция глутамата, а его сверхэкспрессия приводит к пониженному уровню 

тревожного поведения [303, 365];

− большое количество орексиновых нейронов найдено в дорсомедиальной ча-

сти и перифорникальных ядрах гипоталамуса, участвующих в возбуждении, 

бдительности  и  мобилизации  вегетативной  нервной  системы.  Активация 

этих нейронов необходима для развития панического состояния. Введение 

орексинов А и В в паравентрикулярное ядро таламуса приводит к повыше-

нию тревожности, а анксиогенный эффект орексина А связан с модуляцией 

работы  глутаматергической,  ГАМКергической  и  норадреналинергической 

систем [213, 245, 252, 302];
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− нокаутные по гену галанина мыши демонстрируют повышенную базовую 

тревожность. К тому же эффекту приводят и SNP в 3′-UTR гена галанина. 

Предполагается, что секреция галанина и последующее снижение тревожно-

сти является адаптацией и механизмом защиты от чрезмерного стресса, т. к. 

усиление стрессовой активации норадреналинергической системы приводит 

к повышению секреции галанина в центральном регионе амигдалы [75, 196, 

224];

− несфатин-1 оказывает анксиогенный эффект, который не связан с активаци-

ей ГГНО через повышение секреции кортиколиберина [329];

− меланин-концентрирующий гормон активирует стрессовый ответ и вызыва-

ет депрессивное и тревожное поведение у животных [341];

− кисспептин и соматостатин действуют как анксиогенный и анксиолитиче-

ский агент соответственно, т. к. нокаутные по гену рецептора кисспептина 

мыши демонстрировали сниженный уровень базовой тревожности, а нок-

аутные по гену соматостатина — высокий [136, 247];

− при высоком уровне тревожности, вызванной стрессовыми воздействиями, в 

гипоталамусе  крыс  значительно  повышается  содержание  кокаин-амфета-

мин-регулируемого  транскрипта,  а  интрацеребровентрикулярное  введение 

CART(55-102) оказывает анксиогенный эффект [54];

− холецистокинин повышает тревожность и усиливает чувство страха,  дей-

ствуя через  CCK2-рецепторы,  тем самым модулируя работу ГАМКергиче-

ской, глутаматергической и дофаминергической систем в базальном стриа-

туме, коре и гиппокампе [74, 82, 95];

− лептин, вырабатываемый адипоцитами, активирует лептиновые рецепторы 

на NPY-нейронах в дугообразном ядре гипоталамуса, что приводит к сниже-

нию тревожности. У мышей с недостатком лептина наблюдается повышен-

ный уровень тревожного поведения, а нарушение работы лептиновых рецеп-

торов  на  дофаминергических  нейронах  вентральной  области  покрышки, 

проецируемых  в  амигдалу,  приводит  к  повышению тревожности  [63,  89, 

242];
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− грелин  и  кортиколиберин  регулируют  секрецию друг  друга  по  принципу 

обратной  связи:  при  стрессе  повышается  секреция  грелина  в  различных 

отделах ЖКТ, что приводит к повышению секреции кортиколиберина, а по-

вышенный уровень кортиколиберина понижает уровень экспрессии грелина. 

Ко всему прочему, у детей с повышенным уровнем тревожности был также 

повышен и уровень грелина в плазме [73, 297].

Активное внимание исследователей сегодня приковано к роли трёх послед-

них нейропептидов в контексте изучения влияния оси кишечник-мозг (ОКМ) на 

развитие тревожности. ОКМ представляет собой двунаправленную систему связей 

между кишечником и ЦНС, через которую происходит передача стимулов в обоих 

направлениях для регуляции работы головного мозга и кишечника. Работа этой 

оси  в  контексте  тревожности  исследована  наиболее  бедно,  однако  существуют 

публикации о роли кишечной микробиоты и рациона в формировании ряда аффек-

тивных расстройств [133, 158, 350].

Таким образом обширный экспериментальный материал по изучению роли 

различных  пептидергических  систем  показывает,  что  тревожность  является 

комплексным явлением, регуляция развития которого многоступенчата и наруша-

ется при аффективных патологиях. Часть работ указывает на то, что именно ней-

ропептидам принадлежит главенствующая роль в регуляции тревожного поведе-

ния, т. к. именно они являются модуляторами работы классических нейромедиа-

торных систем в регионах мозга, участвующих в обработке стрессовых стимулов 

и запуске процессов адаптации к ним.

Ферменты обмена нейропептидов. Регуляция работы различных пептидер-

гических систем может достигаться также за счёт изменения активности фермен-

тов их обмена. К таковым относятся различные ферменты, использующие пепти-

ды в качестве субстратов, но ведущую роль в этих процессах отводят различным 

гидролазам, участвующим в каскадах ограниченного протеолиза как самих нейро-

активных пептидов, так и их предшественников [3]. В данной работе мы сконцен-

трировали наше внимание на изучении влияния пептидов массой до 5 кДа, выде-

ленных из продуктов пчеловодства, на активность пептидил-дипептидазы А и кар-
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боксипептидазы  Е  как  ферментов,  вовлечённых  в  метаболизм  нейропептидов, 

участвующих в регуляции тревожного поведения и реализации поведенческого от-

вета организма на стресс.

Пептидил-дипептидаза А (ангиотензинпревращающий фермент I, ACE, КФ 

3.4.15.1) — фермент класса гидролаз, катализирующий отщепление С-концевого 

дипептида вида XY, где X — любая аминокислота, но не пролин, Y — любая ами-

нокислота, но не аспарагиновая или глутаминовая.

У человека ген  ACE локализован в длинном плече 17-й хромосомы (локус 

17q23.3), длина — 21 319 н. п., состоит из 25 или 26 экзонов. Продуктом гена яв-

ляются два разных полипептида вследствие использования двух разных промото-

ров — тестикулярная и соматическая формы. Первая экспрессируется только в 

яичках и транскрибируется с промотора, расположенного на 12-м интроне, состо-

ит из одного домена и имеет один каталитический сайт, тогда как соматическая со-

стоит из  двух гомологичных доменов с  одним каталитическим сайтом на каж-

дом [323]. Такой характер экспрессии гена объясняется его дупликацией незадолго 

до кембрийского взрыва во времена появления хордовых [281].

Соматическая форма была открыта первой Skeggs с соавт. в 1954 г. [349], а 

на сегодня секвенировано 4 разных изоформы фермента, две из которых соматиче-

ские, две — тестикулярные (1 306 а. о., 1 145 а. о., 732 а.о., 691 а. о., молекулярные 

массы 149,7 кДа, 131,7 кДа, 83,3 кДа и 78,7 кДа соответственно), разные в длину 

из-за альтернативного сплайсинга [299].  Фермент представляет собой мембран-

ный гликопептид, экпрессируемый на поверхности эпителиальных и эндотелиаль-

ных клеток (молекулярная структура на рис. 1). Экспрессируется практически во 

всех тканях, но наибольшее содержание фермента наблюдается в лёгких, почках, 

кровеносной системе и тестикулах, небольшая часть свободно циркулирует в кро-

ви за счёт протеолитического шеддинга с мембран эндотелиоцитов [357]. Опти-

мальные значения pH лежат в пределах от 7 до 8,5, pI — 5,1-5,2, ингибируется хе-

латорами, природными и синтетическими пептидами и рядом непептидных инги-

биторов, используемыми в качестве лекарственных средств [202]. Активность за-

висит от присутствия ионов Zn2+ в активном центре и Cl- в реакционной среде, ка-
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тализ идёт по механизму, схожему с механизмом карбоксипептидазы А: ион цинка 

связывается с молекулой воды, переносит протон на Glu384 и нуклеофильно атаку-

ет карбонильную группу при разрываемой пептидной связи, а затем Glu384 отдаёт 

протон для разрыва C-N связи [398]. Несмотря на наличие у соматической формы 

ПДПА двух каталитических центров, было открыто, что они функционально раз-

личны, т. к. ингибирование N-концевового не приводит к изменениям в уровне ар-

териального давления, однако этот активный центр может расщеплять β-амилоид-

ный пептид и другие субстраты [215, 292].

Рисунок 1. Модель соматической изоформы ПДПА. Сеть — форма свиной ПДПА; ACE 

sheddase — связанна с мембраной протеаза для отщепления ПДПА от мембраны (иллю-

страция по [77])

Наиболее полно исследована роль ПДПА в регуляции артериального давле-

ния в составе ренин-ангиотензиновой системы (ПДПА гидролизует отрыв C-кон-

цевого дипептида His-Leu от ангиотензина I, превращая его в активный ангиотен-

зин II) и кинин-калликреиновой системы (расщепляет Pro-Phe связь брадикини-

на) [82], поэтому ингибиторы этого фермента нашли широкое клиническое при-

менение как лекарственные препараты, снижающие артериальное давление. Одна-
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ко круг субстратов ПДПА не ограничивается этими двумя пептидами, и фермент 

гидролизует вещество P, холецистокинин, гонадолиберин, β-неоэндорфин, динор-

фин, нейротензин, фезалимин, амиды лей- и мет-энкефалинов, В-цепь инсулина, 

гастрин,  геморегуляторный пептид AcSDKP,  ангиотензин 1-7 [66,  82,  131,  144, 

353, 355, 356].

Роль тестикулярной формы ПДПА активно исследуется, однако было пока-

зано, что её активность является ключевым фактором для фертильности. Фермент, 

помимо пептидгидролазной активности, также обладает способностью отщеплять 

мембранные белки, заякоренные через гликозилинозитолфосфат, которая не инги-

бируется классическими ингибиторами её протеазной активности [235].

Большое число тканей, где экспрессируется ПДПА, а также её субстратное 

разнообразие объясняет широкий круг физиологических процессов, в работу кото-

рых вовлечён данный фермент. Генетические полиморфизмы гена ACE связаны с 

развитием таких заболеваний, как болезни сердечно-сосудистой системы, почек, 

диабет  второго  типа,  системная  красная  волчанка,  болезнь  Альцгеймера  [114], 

ОКР, шизофрения, биполярное расстройство первого и второго типов [55].

Такая  широкая  вовлечённость  ПДПА  в  физиологические  процессы  и 

способность расщеплять ряд нейропептидов делает этот фермент перспективным 

объектом исследования для изучения нейрогуморальной регуляции поведения, в 

том числе и развития тревожности.

Карбоксипептидаза  Е (карбоксипептидаза  H,  энкефалинконвертаза,  CPE, 

КФ 3.4.17.10) — карбоксипептидазо-В-подобный фермент класса гидролаз, ката-

лизирующий отщепление Arg или Lys с С-конца полипептида.  Впервые фермент 

описан в 1982 г. Fricker с соавт. [161].

У человека ген  CPE локализован на длинном плече 4-й хромосомы (локус 

4q32.3), длина 137 353 н. п., 9 экзонов. С гена транскрибируется две изоформы 

фермента: нормальная (476 а. о., 53,2 кДа; рис. 2) и CPE-ΔN (440 а. о., 49,8 кДа), 

получаемая  в  результате  сдвига  рамки считывания,  усечённая  с  N-конца  [300]. 

Также в результате другого варианта альтернативного сплайсинга может экспрес-

сироваться неактивная укороченная форма, встраиваемая в эндосомы и экспониру-
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емая на поверхность клетки, действующая как рецептор [117].

Рисунок 2. Структура карбоксипептидазы Е, сгенерированная AlphaFold

Нормальная  форма  фермента  в  клетках  представлена  в  двух  вариантах: 

растворимая 53,2 кДа и мембраносвязанная 55 кДа [210]. Первая участвует в про-

цессинге многих нейропептидов и пептидных гормонов, тогда как вторая форма 

заякорена за С-конец в мембранах секреторных гранул и участвует в сортинге про-

гормонов и пропептидов, синтезированных в комплексе Гольджи [130], а также 

участвует в передачи межклеточных сигналов [210]. CPE-ΔN широко экспрессиру-

ется в клетках злокачественных опухолей и является активатором ряда генов мета-

стазирования [186].

Нормальная форма найдена практически во всех тканях, наибольшая актив-

ность наблюдается в органах, где активно проходит процессинг регуляторных пеп-

тидов: мозг и различные железы внутренней и смешанной секреции, а также в 

сердце. pH-оптимум 5,5-5,6, pI 5, ингибируется хелаторами, GEMSA и другими 

сульфгидрильными  агентами,  а  также  рядом  биологически  активных  пептидов 

[203]. Для работы фермента необходимы ионы Zn2+ или Co2+.

Значение  нормальной работы карбоксипептидаз  Е  для  функционирования 

организма поистине велико и находит отражение в большом спектре субстратов, 

метаболизируемых ею, и целом ряде заболеваний, возникающих вследствие нару-

шения её экспрессии. Показано, что КПЕ использует как субстрат мет- и лей-энке-

фалин, мет-энкефалин-Arg6, АКТГ(1-17), предшественники вазопрессина и окси-

тоцина,  амилин,  проинсулин,  переносчик  дофамина,  ПОМК,  просоматостатин, 
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нейропептид Y, секретогранин I и II, proSAAS, кортикотропин-липотропин, холе-

цистокинин-8, глюкагоноподобный пептид-1, CART, ряд ферментов и структур-

ных белков общего метаболизма [103, 118, 160, 161, 264, 400].

Данные по нокауту гена  CPE указывают, что фермент участвует в ремоде-

линге костной ткани, поддержании фертильности, фоторецепции и синаптической 

передачи сигнала, регуляции памяти и метаболизма, действует как нейропротек-

торный фактор [126, 210, 228, 244, 407]. Несколько лет назад был описан моноген-

ный BDV-синдром человка, связанный с потерей активность КПЕ, симптомами ко-

торого являются детское ожирение, задержка нейропсихического развития, гипо-

гонадотропный гипогонадизм и гипотиреоз [90].

Также было найдено, что КПЕ необходима для нормальной обработки стрес-

совых стимулов и правильного развития гиппокампа, т. к.  Cpefat/fat мыши, нокаут-

ные по соответствующему гену, демонстрировали тревожное и депрессивное по-

ведение и дегенерацию нейронов этого отдела мозга [117], а при повышенной тре-

вожности в амигдале повышается содержание мРНК КПЕ в 1,2 раза [234].  Во-

влечённость карбоксипептидазы Е в регуляцию тревожности делает актуальным 

дальнейшее исследование её роли в развитии подобного поведения в норме и при 

патологии.

* * *

Таким образом, низкая изученность биологической активности низкомоле-

кулярных пептидов продуктов пчеловодства и малое количество исследований в 

области  влияния  пчелопродуктов  на  поведение  обосновывают  актуальность  и 

научную ценность поставленной цели. Изучение влияния пептидов массой до 5 

кДа, выделенных из маточного молочка, трутневого расплода и пчелиного мёда, 

на различные аспекты жизнедеятельности живых организмов помогут достичь бо-

лее глубокого понимания путей биохимической регуляции.
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследование было проведено на базе лабораторий ФГБОУ ВО «Пензен-

ский государственный университет». Выбор маточного молочка, трутневого рас-

плода и пчелиного мёда как источников для выделения пептидов обусловлен на-

личием антибактериальной и анксиолитической активности у данных продуктов 

пчеловодства, а также присутствием пептидов в их составе. Образцы пчелиного 

мёда, маточного молочка и трутневого расплода были получены с частных пасек 

Пензенской области (Пензенский («Лесная поляна»), Кузнецкий и Камешкирский 

районы).  Порода  пчёл  во  всех  случаях  —  «Карника»  (краинка,  Apis mellifera 

carnica). Пчёлы данной породы отличаются серым окрасом, масса при выходе из 

ячейки 80-90 мг, длина хоботка 6,5-6,7 мм. По литературным данным маточное 

молочко данных пчёл характеризуется самым высоким содержанием белков [4].

Молекулярная масса пептидов продуктов  пчеловодства  была  оценена  с 

помощью электрофореза в полиакриламидном геле (30% Т, 2,67% С) в денатури-

рующих условиях (по Лэммли). Разделяющий гель 20%-й концентрации готовили 

на 1,5 М Трис-HCl буферном растворе (pH = 8,8), концентрирующий (7%) — на 

0,5 М Трис-HCl буферном растворе (pH = 6,8). Образцы предварительно смешива-

ли в соотношении 1:1 с буфером для образцов (50 мМ Трис-HCl, pH = 6,8, содер-

жащий 0,5% SDS, 2 мМ ЭДТА, 0,01% кумасси G-250 и 12%-й р-р глицерина) и на-

гревали на кипящей водяной бане в течение 10 минут. Разделение проводили с ис-

пользованием  электрофоретической  системы  Mini-Protean  от  BioRad  (толщина 

геля 0,75 мм, размер стёкол 8,3×7,3 см) при силе тока 30 мА. При каждом разделе-

нии  в  качестве  маркеров  молекулярной  массы использовали  набор  маркеров  с 

ультра низким диапазоном масс от Sigma Aldrich (1,060-26,600 Да).

После разделения пластины геля промывали дистиллированной водой и ин-

кубировали в течение 30 мин в растворе-фиксаторе (0,2 М р-р ацетата натрия, при-

готовленный на 30%-м р-ре этанола, содержащий 0,2%-й р-р глутарового альдеги-

да). После фиксации пластины геля окрашивали в течение 30 мин в 0,1%-м р-ре 

кумасси R-250, приготовленном на 30%-м р-ре метанола, содержащем 5%-й р-р 
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уксусной кислоты. Для отмывки фона пластины геля замачивали на ночь в 30%-м 

р-ре этанола, содержащем 5%-й р-р уксусной кислоты.

Полученные пластины геля сканировали на лазерном сканере и анализиро-

вали с применением ПО ImageJ с набором макросов MolWt.

Для получения пептидов массой 5 кДа из пчелиного мёда, маточного мо-

лочка  и  личинок  трутневого  расплода  был  разработан  способ  их  выделения  и 

очистки, состоящий из комбинации ультрафильтрации, ионообменной хроматогра-

фии и гель-фильтрации.

Из пчелиного мёда был приготовлен водный 50%-й р-р, из маточного молоч-

ка — 10%-й, которые затем были профильтрованы через бумажный фильтр марки 

«красная лента» для удаления механических загрязнений. Из личинок трутневого 

расплода возрастом 5-7 суток был приготовлен 10%-й гомогенат на водной основе, 

который затем центрифугировали в течение 20 мин при 3000 g для удаления кле-

точного  дебриса.  Поверхность  супернатанта  промакивали  бумажным фильтром 

для снятия липидной плёнки и  надосадочную жидкость использовали для даль-

нейших манипуляций.

Фильтрованные растворы маточного молочка, трутневого расплода и супер-

натант  гомогената  трутней  пропускали  через  ультрафильтрационную мембрану 

VivaFlow 200 с порогом отсечения 5 кДа. Полученный пермеат был очищен от 

низкомолекулярных примесей с использованием ионообменной хроматографии на 

ДЭАЭ-целлюлозе с однократной сменой буферного раствора (сорбирующий буфер 

— 0,2 М Трис-HCl (pH=10), десорбирующий — 0,2 М Na-цитратный (pH=6); раз-

мер колонки — 6×1,5 см, объём наносимой пробы 500 мкл, скорость элюции до 30 

мл/час).  Контроль  содержания  примесей  осуществляли  спектрофотометрически 

по присутствию фруктозы в реакции с резорцином в кислой среде [45], концентра-

цию белковых компонентов во фракциях определяли методом Лоури [251] (в обо-

их случаях использовали метод калибровочной прямой: по фруктозе и БСА соот-

ветственно). Отсутствие фенольных и стероидных соединений определяли спек-

трофотометрически с FeCl3 [347]. Фракции после десорбции, не содержащие при-

месей, объединяли и лиофилизировали, перерастворяли в 1 мл дистиллрованной 
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воды и очищали от солей буферных растворов гель-фильтрацией на сефадексе G-

25 (размер колонки — 15×2 см, скорость элюции — не более 30 мл/час). Наличие 

пептидов  во  фракциях  определяли  спектрофотометрически  по  поглощению  на 

длине волны 280 нм на спектрофотометре Varian Cary 50. Очищенные таким об-

разом фракции доводили до необходимой концентрации и использовали в даль-

нейших экспериментах.

Разнообразие пептидов в очищенных фракциях продуктов пчеловодства 

было изучено с помощью ОФ-ВЭЖХ. Использовали хроматографическую систе-

му  NGC  Quest  10  Plus  со  спектрофотометрическим  детектором,  колонка 

SUPELCOSIL LC-18-T 250×4,6 мм, размер частиц 5 мкм. Перед анализом пробы 

подвергали делипидизации: смешивали в течение 15 минут с равным объёмом гек-

сана и центрифугировали в течение 10 минут при 2000 g. Нижний слой жидкости 

фильтровали через стерильный мембранный фильтр 0,22 мкм и использовали для 

анализа. Разделение выполняли в градиенте элюции от буфера А — водный 0,1%-

й р-р трифторуксусной кислоты, до буфера В — 0,1%-й р-р трифторуксусной кис-

лоты в 50%-м ацетонитриле. Детекцию вели по поглощению на длинах волн 220 и 

280 нм. Анализ хроматограмм проводили в ПО ChromLab.

Для  in  vitro  определения  антибактериальной  активности образцов 

растворов маточного молочка, гомогената личинок трутневого расплода и пчели-

ного мёда, а также соответствующих пептидов, был использован метод диффузии 

изучаемых компонентов с дисков в среду с тест-культурой с оценкой зоны задерж-

ки роста [76]. Для этого образцы культур  Staphylococcus aureus, Escherichia coli,  

Pseudomonas aeruginosa,  Salmonella enteritidis,  Streptococcus pyogenes,  Klebsiella  

pneumoniae, Proteus mirabilis и Enterobacter cloacae, высеянные с раневых поверх-

ностей больных, были выращены на сахарном бульоне  (мясо-пептонный бульон, 

содержащий 2% глюкозы), идентифицированы морфологически и снова пересея-

ны на стерильный сахарный бульон для получения чистой накопительной культу-

ры. Суспензия микроорганизмов накопительной культуры была доведена до 0,5 по 

стандарту МакФарланда и использована для газонного посева твёрдого АГВ-агара 

или агара Мюллера-Хинтона в чашках Петри.
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На поверхность  полученных инокулятов с  питательной средой помещали 

стерильные бумажные диски диаметром 6 мм, пропитанные изучаемым раствором 

в определённой концентрации, 10 мкл 0,9%-го раствора NaCl в качестве отрица-

тельного контроля и цефтриаксон в качестве положительного (10 мкг/диск). После 

суток инкубации при 37 °С были измерены величины зоны задержки роста бакте-

рий. За пограничные значения чувствительности бактерий к действию пептидов 

было выбрано значение диаметра зоны задержки роста в 18 мм (в соответствии со 

средним значением чувствительности к цефалоспоринам по данным EUCAST).

Для определения минимальной ингибирующей концентрации использо-

вали водные растворы пептидов массой до 5 кДа, выделенных из маточного мо-

лочка, личинок трутневого расплода и пчелиного мёда, которые смешивали с рав-

ным объёмом питательной среды (АГВ- или агар Мюллера-Хинтона) до конечного 

объёма 1,5 мл и концентрации 50, 20 и 10 мкг/мл. Затем полученную питательную 

среду инокулировали образцами микроорганизмов и оставляли на сутки для инку-

бации при 37 °С, после чего визуально оценивали присутствие или отсутствие 

развития  бактериальной  культуры.  В  качестве  контрольных проб  использовали 

пробы с теми же культурами, среда для которых была смешана со стерильным 

0,9%-м р-ром NaCl. Критерием наличия антибактериальной активности считали 

отсутствие роста микроорганизмов во всех пробах одной повторности.

Для определения влияния пептидных фракций на каталазную и общую 

дегидрогеназную активность бактерий  из  накопительных культур  S.  aureus  и 

E. coli были приготовлены суспензии бактерий мутностью 0,5 по МакФарланду, 

использованные для инокуляции 3 мл стерильного сахарного бульона. После суток 

инкубации при 37 °С в образцы питательных сред опытной группы были добавле-

ны пептидные фракции, выделенные из продуктов пчеловодства, в концентрации 

100 мкг/мл (объем 50 мкл),  в контрольные — 50 мкл 0,9%-го стерильного р-ра 

NaCl, и пробы были снова убраны в термостат на 24 ч при тех же условиях. Затем 

к пробам добавляли 100 мкл 0,02%-го р-ра тритона X-100 и гомогенизировали в 

течение 10 мин. После гомогенизации содержимое инкубировали 2 ч при 4 °С, а 

затем центрифугировали в течение 15 мин при 5000 g. Бесклеточный супернатант 
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использовали для определения ферментативной активности [24]:

− для определения общей дегидрогеназной активности к 2,5 мл супернатанта 

добавляли 0,3 мл 3%-го водного р-ра 2,3,5-трифенилтетразолиума хлорида, 

перемешивали и инкубировали 12 ч при комнатной температуре. После ин-

кубации смешивали с равным объёмом гексана для экстракции образовав-

шегося формазана и измеряли интенсивность поглощения экстрагированной 

фазы на спектрофотометре Varian Cary 50 при длине волны 485 нм (длина 

оптического пути 1 см, контроль — чистый гексан). Полученные результаты 

оптической плотности пересчитывали на 1 мг белка в пробе по формуле 

(D/Сбелка)×1000.

− для определения каталазной активности к 0,1 мл супернатанта добавляли 2 

мл 0,03%-го р-ра пероксида водорода и инкубировали в течение 10 мин при 

комнатной температуре, затем добавляли 1 мл 4%-го р-ра молибдата аммо-

ния в 0,1 н растворе серной кислоты и измеряли оптическую плотность на 

спектрофотометре Varian Cary 50 при длине волны 410 нм (контроль — 0,1 

мл дистиллированной воды, смешанной с теми же реактивами). Активность 

каталазы вычисляли по формуле и выражали в мкат на мкг белка:

А=
Dопыт⋅V⋅t⋅22 ,2⋅103 mM−1⋅c−1

Cбелка

,

где V — объём вносимой пробы, л; t — время инкубации, с.

Концентрацию белка в пробах определяли по методу Лоури.

Концентрацию пероксида водорода в образцах растворов пчелиного мёда, 

используемых для определения антибактериальной активности, определяли тит-

риметрически [7]:  к  20 мл исследуемого раствора добавляли 5 мл 10%-го р-ра 

иодида калия, такой же объём 10%-го р-ра серной кислоты и выдерживали в за-

крытой посуде без доступа света в течение 10 минут. После инкубации раствор 

титровали 0,1  М раствором тиосульфата  натрия  до  обесцвечивания.  Массовую 

долю рассчитывали по формуле (V×0,0017×100)/20, где V — объём пошедшего на 

титрование тиосульфата натрия. Полученную массовую долю пересчитывали на 

содержание в мкг/мл.
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Для оценки влияния пептидов продуктов пчеловодства на поведение в 

условиях хронического стресса в качестве экспериментальных животных исполь-

зовали самцов крыс линии Wistar массой 190-210 г (2 мес., n = 8), рассортирован-

ных в экспериментальные группы по принципу аналогов. Животные были получе-

ны из питомника ООО «СМК СТЕЗАР» (Суздальский р-н Владимирской области). 

Крысы содержались в стандартных условиях вивария со свободным доступом к 

воде и пище, день и ночь по 12 ч каждый (если экспериментом не было преду-

смотрено иное). Принципиальная схема проведения эксперимента с животными 

представлена на рис. 3.

Экспериментальное исследование проводилось в два этапа. На первом этапе 

проводили оценку биологических эффектов индивидуальных фракций низкомоле-

кулярных пептидов и подбор дозы. На втором этапе была проведена оценка биоло-

гической активности смеси низкомолекулярных пептидов.

Рисунок 3. Принципиальная схема эксперимента по оценке влияния пептидов продуктов 

пчеловодства на поведение экспериментальных животных в условиях хронического 

стресса
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Для формирования состояния хронического стресса была выбрана мо-

дель хронического случайного умеренного стресса, в соответствии с которой на 

животных оказывается воздействие случайно выбранными стрессовыми фактора-

ми несколько раз в сутки [381]:

1. Оставление без воды на 24 ч, иммобилизация в рестрейнере на 50 мин.

2. Содержание в ночные часы с включённым светом (свет 24 ч), содержание 

при 4 °С в течение 1 ч.

3. Содержание в тёмное в течение 5 ч в дневное время, вынужденное плавание 

в течение 5 мин.

4. Иммобилизация  в  рестрейнере  на  50  мин,  содержание  в  ночные  часы  с 

включённым светом.

5. Оставление без воды на 24 ч., содержание при 4 °С в течение 1 ч.

6. Помещение клетки с грызунами на шейкер (300 rpm) в течение 50 мин, со-

держание в тёмное в дневное время в течение 5 ч.

7. Содержание при 4 °С в течение 1 ч, содержание в ночные часы с включён-

ным светом.

8. Оставление без воды на 24 ч, вынужденное плавание в течение 5 мин.

9. Помещение клетки с грызунами на шейкер в течение 50 мин, содержание в 

дневное время в темноте в течение 5 ч.

10. Вынужденное плавание в течение 5 мин, содержание в ночные часы с вклю-

чённым светом.

11. Содержание при 4 °С в течение 1 ч, содержание в ночные часы с включён-

ным светом.

12. Помещение клетки с грызунами на шейкер в течение 50 мин, содержание в 

дневное время в темноте в течение 5 ч.

13. Оставление без воды на 24 ч, содержание в ночные часы с включённым све-

том.

14. Иммобилизация в рестрейнере на 50 мин, содержание при 4 °С в течение 1 

ч.

15. Содержание в дневное время в темноте в течение 5 ч.
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Параллельно с  формированием хронического стресса животным опытных 

групп интраназально вводили водные растворы пептидов в  объёме 8  мкл.  Для 

предварительной оценки биологической активности выделенных пептидов экспе-

риментальным животным вводили индивидуальные фракции пептидов в концен-

трации 100 мкг/кг массы тела. После того как было установлено, что индивиду-

альные пептиды в такой концентрации не оказывают влияния на поведение крыс, 

формирование хронического стресса было начато заново с новыми животными. 

На  этом  этапе  крысам  вводили  смесь  очищенных  пептидов  продуктов  пчело-

водства в концентрации 300 мкг/кг массы тела, что согласуется со сложившейся 

практикой  исследований  биологически  активных  пептидов  с  интраназальным 

способом  введения  [336].  Особям  контрольной  группы  вводили  стерильный 

0,9% р-р NaCl в том же объёме и в то же время, что и животным опытных групп.

Для оценки уровня тревожности животных использовали такие стандарт-

ные поведенческие тесты, как «Открытое поле», «Вынужденное плавание», «При-

поднятый крестообразный лабиринт», «Тёмная/светлая комната», «Предпочтение 

сахарозы» [43]. Во всех случаях тестирование было проведено в отдельном поме-

щении, не соединённым с помещением, в котором содержались животные до и в 

течение эксперимента. До начала каждого теста крысы были оставлены в клетке-

переноске на 10 минут для акклиматизации к новому помещению. Во время того 

или иного теста не допускалось воздействия на животных раздражающих факто-

ров, таких как громкие звуки, вспышки света и т. д. Опытные установки после 

каждого животного очищали бумажной салфеткой, смоченной 96%-м этанолом, 

для удаления запахов и дезинфекции.

После проведения поведенческих тестов животные были выведены из экс-

перимента путём декапитации на гильотине (производитель ООО «Открытая нау-

ка») с последующим сбором крови в вакуумные пробирки LumiMed с активатором 

свёртывания и забором надпочечников, гипофиза, гипоталамуса, стриатума, гип-

покампа,  амигдалы,  четверохолмия и  продолговатого мозга.  Из  образцов крови 

была выделена сыворотка путём центрифугирования при 2000 g в течение 15 ми-

нут.
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В сыворотке крови для подтверждения формирования стрессового состоя-

ния определена  концентрация кортикостерона и АКТГ методом ИФА с при-

менением коммерческих наборов фирм Хема и Cloud Clone.

В нервной ткани и сыворотке крови была определена активность ПДПА: к 

40 мкл гомогената ткани или сыворотки крови добавляли 20 мкл 100 мМ Трис-HCl 

(pH = 7,6) — опыт, и к 40 мкл гомогената 20 мкл 35 мкМ р-ра каптоприла в 100 

мМ Трис-HCl (pH = 7,6) — контроль. После 8 минут преинкубации при 37 °С к 

пробам добавляли 10 мкл 5 мМ р-ра карбоксибензоил-гли-гли-арг, приготовленно-

го на том же буферном растворе и инкубировали при 37 °С в течение 120 минут. 

Реакцию останавливали прибавлением 30 мкл 10%-го р-ра ТХУ, пробы центрифу-

гировали при 4000 об/мин в течение 30 минут, и в 50 мкл надосадочной жидкости 

определяли количество гли-арг нингидриновым методом на КФК-3 [26]. Концен-

трацию белка в пробах определяли методом Лоури. Активность фермента опреде-

ляли как разность в накоплении продукта реакции между опытными и контроль-

ными пробами и выражали в нмоль гли-арг, образовавшегося за 1 минуту инкуба-

ции на 1 мкг белка.

В надпочечниках и нервной ткани была определена активность КПЕ: к 50 

мкл гомогената изучаемой ткани добавляли либо 150 мкл 50 мМ натрий-ацетатно-

го буфера с 50 мМ NaCl (pH = 5,6) — опытная проба, либо 140 мкл того же буфер-

ного  раствора  и  10  мкл  25  мкМ  водного  раствора  GEMSA  (ингибитор)  — 

контрольная. Пробы инкубировали при 37 °С в течение 60 минут, после чего до-

бавляли 50 мкл 1 М р-ра HCl для остановки реакции. Для экстракции продукта — 

дансил-фен-ала — к пробам приливали 1,5 мл хлороформа и интенсивно встряхи-

вали в течение 1 минуты, после чего центрифугировали при скорости 1000 об/мин 

в течение 10 минут. Флюоресценцию хлороформенной фазы измеряли при λex=360 

нм и λem=530 нм в кювете с длиной оптического пути 1 см против холостой пробы 

на анализаторе Флюорат-02-АБФЛ-Т. Концентрацию белка в пробах определяли 

методом  Лоури.  Активность  фермента  определяли  по  разнице  флюоресценции 

между опытными и контрольными пробами и выражали в нмоль дансил-фен-ала, 

образовавшегося за 1 минуту в пересчёте на 1 мг белка [26].



56

Статистическая обработка данных. Для определения нормальности рас-

пределения рассчитывали показатель Шапиро-Уилка. Для оценки разности показа-

телей нормальных распределений использовали t-критерий Стьюдента, для непа-

раметрического анализа определяли U-критерий Манна-Уитни. Для средних зна-

чений рассчитывали показатели стандартного отклонения. Расчёты проводили с 

использованием ПО LibreOffice Calc и пакета программ R. В аналитических сери-

ях было по три повторности. Статистически значимыми полученные после рас-

чётов результаты признавались при p < 0,05.
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ

3.1 Характеристика пептидного спектра продуктов пчеловодства с 

применением хроматографических методов и электрофореза

Для оценки содержания пептидных продуктов в пчелином мёде и маточном 

молочке был использован метод гель-фильтрации на сефадексе G-25 с предвари-

тельным осаждением белковых продуктов 10%-м р-ром трихлоруксусной кисло-

ты. При сравнении хроматограмм до осаждения и после было получено, что в пче-

лином мёде и маточном молочке в среднем 50% от белков приходится на пепти-

ды [6] (рис. 4 и 5).

А Б
Рисунок 4. Профили элюции Лоури-положительных продуктов пчелиного мёда на сефа-

дексе G-25 до (А) и после (Б) осаждения белков трихлоруксусной кислотой

А Б
Рисунок 5. Профили элюции Лоури-положительных продуктов маточного молочка на се-

фадексе G-25 до (А) и после (Б) осаждения белков трихлоруксусной кислотой
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На рис. 6 представлен типичный профиль элюции раствора пептидов про-

дуктов пчеловодства,  полученного после ультрафильтрации,  при их разделении 

методом ионообменной хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе.

Рисунок 6. Типичный профиль элюции пептидов продуктов пчеловодства на DEAE-цел-

люлозе

Анализ  профилей  элюции  позволяет  заключить,  что  часть  пептидов  не 

удаётся отделить от низкомолекулярных примесей, однако во всех случаях — при 

разделении ультрафильтратов пчелиного мёда,  маточного молочка и трутневого 

расплода — соотношение сорбированных на носитель пептидов к несорбирован-

ным было 40-50%, которое не менялось при изменении объёма носителя в колон-

ке, т. е. такое распределение пептидов отражает их физико-химические свойства.

При контроле концентрации белковых продуктов с использованием метода 

Лоури на всех этапах выделения и очистки было получено, что после ионообмен-

ной хроматографии из трутневого расплода в виде низкомолекулярных пептидов 

удаётся выделить в среднем 1,6% белковых веществ, из маточного молочка 5%, из 

пчелиного мёда 12,1% (в пересчёте на общее содержание белковых веществ). Низ-
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кий выход объясним, во-первых, малой долей пептидов в общем содержании бел-

ковых молекул в продуктах пчеловодства. Во-вторых, во время очистки ультра-

фильтрата методом ионообменной хроматографии около половины пептидов не 

поддаётся  очистке  из-за  невозможности  их  разделения  в  заданных  условиях, 

поэтому практический выход меньше теоретического минимум на 40-50%.

Результаты по разделению нативных растворов продуктов пчеловодства и их 

ультрафильтратов методом электрофореза в полиакриламидном геле при денату-

рирующих условиях представлены на рис. 7.

Рисунок 7. Результаты электрофореза растворов продуктов пчеловодства

Результаты по оценке молекулярной массы пептидных фракций продуктов 

пчеловодства представлены на рис. 8. При расчёте линейной регрессии по полу-

ченным денсиометрическим данным дорожки молекулярных маркеров коэффици-

ент корреляции составил -0,96, что в соответствии с методикой макроса MolWt яв-

ляется показателем достоверности.
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А Б В

Рисунок 8. Молекулярная масса пептидов ультрафильтрата маточного молочка (А), 

трутневого расплода (Б) и пчелиного мёда (В)

Присутствие в обработанных данных пиков, соответствующих пептидам с 

массой более 5 кДа можно объяснить особыми физико-химическими свойствами 

отдельных пептидных молекул. При незначительно большей порога молекулярной 

массе данные пептиды имеют схожий размер глобул с более лёгкими пептидами, 

что позволяет им проходить через поры фильтра, однако молекулярные массы всех 

пептидов не отличаются более чем на 1 кДа, чем пороговое значение мембраны.

На рис.  9-11  представлены профили элюции образцов ультрафильтрата  и 

очищенных растворов пептидов маточного молочка, трутневого расплода и пчели-

ного мёда, полученные с использованием ОФ-ВЭЖХ. Количественные параметры 

пиков с данных рисунков представлены в табл. 1-3. Из хроматограмм следует, что 

пептидный состав изученных продуктов пчеловодства отличается значительным 

разнообразием [23].
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А

Б
Рисунок 9. Хроматограммы ВЭЖХ-разделения ультрафильтрата (А) и очищенного пеп-

тидного раствора (Б) маточного молочка; штрих — поглощение на длине волны 280 нм, 

сплошная линия — поглощение на длине волны 220 нм

Таблица 1. Количественные параметры пиков ВЭЖХ-разделения пептидов маточного 

молочка

А

№ пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, %

1 3,15 5,81 4 12,99 0,71 7 17,46 43,32

2 5,9 8,74 5 15,34 1,82 8 31,49 6,54

3 6,73 11,79 6 16,98 17,91 9 44,66 3,36

Б

№ пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, %

1 3,14 16,69 4 - - 7 17,59 49,95

2 5,8 5,14 5 15,36 1,12 8 32,66 1,18

3 6,78 4,97 6 17,1 12,95 9 44,86 7,95
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Рисунок 10. Хроматограммы ВЭЖХ-разделения ультрафильтрата (А) и очищенного пеп-

тидного раствора (Б) трутневого расплода; штрих — поглощение на длине волны 280 нм, 

сплошная линия — поглощение на длине волны 220 нм

Таблица 2. Количественные параметры пиков ВЭЖХ-разделения пептидов трутневого 

расплода

А

№ пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, %

1 3,65 7,82 4 7,67 1,36 7 12,07 1,3 10 35,52 2,49

2 4,41 40,49 5 8,52 8,75 8 15,36 1,15 11 43,35 1,03

3 6,95 1,14 6 11,13 2,34 9 16,35 12,25

Б

№ пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, %

1 3,45 93,44 4 - - 7 - - 10 - -

2 4,99 6,56 5 - - 8 - - 11 - -

3 - - 6 - - 9 - -
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Рисунок 11. Хроматограммы ВЭЖХ-разделения ультрафильтрата (А) и очищенного пеп-

тидного раствора (Б) пчелиного мёда; штрих — поглощение на длине волны 280 нм, 

сплошная линия — поглощение на длине волны 220 нм

Таблица 3. Количественные параметры пиков ВЭЖХ-разделения пептидов пчелиного 

мёда

А

№ пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, %

1 4,05 3,16 4 22,13 3,95 7 30,18 6,89 10 43,36 4,19

2 7,03 46,65 5 25,3 1,12 8 31,35 4,11

3 13,1 4,01 6 28,14 15,09 9 36,85 10,84

Б

№ пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, % № пика tR, мин S, %

1 4,91 7,75 4 9,77 37,69 7 - - 10 - -

2 8,16 5,66 5 - - 8 - -

3 9,19 48,69 6 - - 9 - -
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Таким образом,  пептидный спектр пчелиного  мёда,  маточного  молочка  и 

трутневого расплода отличается значительным разнообразием. Данные электро-

фореза в денатурирующих условиях показывают эффективность метода ультра-

фильтрации для получения растворов молекул продуктов пчеловодства с необхо-

димой молекулярной массой. Разность в интенсивности поглощения индивидуаль-

ных пиков на длинах волн 220 и 280 нм свидетельствует о присутствии в составе 

выделенных  пептидов  аминокислот  с  ароматическими  радикалами.  Характер 

сорбции низкомолекулярных пептидов на ДЭАЭ-целлюлозе показывает, что в со-

ставе пчелиного мёда и трутневого расплода большая их часть при pH = 10 яв-

ляется катионными.

3.2 Оценка способности низкомолекулярных пептидов из продуктов 

пчеловодства влиять на жизнедеятельность микроорганизмов

Результаты определения антибактериальной активности пептидов продуктов 

пчеловодства в отношении тестовых культур диско-диффузионным методом и ми-

нимальной ингибирующей концентрации представлены в табл. 4 и 5.

Для определения антибактериальной активности были использованы два об-

разца пчелиного мёда: гречишный и смешанного ботанического происхождения, 

т. к. существуют литературные данные, что гречишный мёд обладает относитель-

но повышенным содержанием пероксида водорода [47].  Было установлено,  что 

слабая антибактериальная активность проб пчелиного мёда коррелирует с содер-

жанием H2O2 в них: в ультрафильтрате гречишного мёда было 1,57±0,03 мг/кг пе-

роксида водорода и полное его отсутствие как в ультрафильтрате смешанного сор-

та, так и в очищенных пептидных фракциях обоих сортов. Однако из полученных 

данных следует, что все исследованные образцы не обладают достаточной анти-

бактериальной активностью в соответствии с критериями диско-диффузионного 

теста.

Отсутствие значимого антибактериального эффекта было также показано и 

при определении минимальной ингибирующей концентрации. Критерием наличия 

подавляющего действия пептидов в определённой концентрации было выбрано 
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отсутствие роста во всех пробах одной повторности. Однако только в случае пеп-

тидов маточного молочка в концентрации 50 мкг/мл две из трёх пробы с культура-

ми  S. aureus, S. pyogenes, K. pneumoniae и  E. cloacae показали угнетение роста 

культур; в концентрации 20 мкг/мл было угнетение двух проб из трёх только в 

случае S. aureus и одной из трёх в случае S. pyogenes; в случае трутневого распло-

да для пептидов в концентрации 50 мкг/мл угнетение культуры в двух пробах из 

трёх было продемонстрировано для S. pyogenes и в одной из трёх для S. aureus и 

E. cloacae; в концентрации 20 мкг/мл в одном случае из трёх против S. aureus и S. 

pyogenes.

Таблица 4. Результаты оценки антибактериального эффекта диско-диффузионным мето-

дом [16]

Исследуемый образец

Бактериальная культура
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Зона задержки роста, мм

Ультрафильтрат мёда, гречишный 12±1 10±0,75 12±1 8±0,5

н/д
Пептиды мёда, гречишный 8±1 0 0 0

Ультрафильтрат мёда, смешанный 10±1 8±1 8±1 10±1

Пептиды мёда, смешанный 0 0 2±1 0

Ультрафильтрат трутневого расплода 12±1 12±1

н/д

0 10±1 0 0

Пептиды трутневого расплода 8±1 0 8±1 8±1 0 0

Ультрафильтрат маточного молочка 16±1 8±1 16±1 10±1 8±1 8±1

Пептиды маточного молочка 8±1 8±1 0 8±1 0 0

Примечания: во всех случаях на диск наносили по 5 мкг пептидов; зона задержки роста 

дисков с цефтриаксоном везде >30 мм
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Таблица 5. Результаты определения минимальной ингибирующей концентрации раство-

ров пептидов продуктов пчеловодства

Бактериальная 
культура

Исследуемый образец

Пептиды пчелиного мёда
Пептиды маточного 

молочка
Пептиды трутневого 

расплода

Концентрация, мкг/мл

50 20 10 50 20 10 50 20 10

S. aureus + + + ×× ×× + × × +

E. coli + + + + + + + + +

P. aeruginosa + + + + + + + + +

S. enteritidis + + + + + + + + +

S. pyogenes + + + ×× × + ×× × +

K. pneumoniae + + + ×× + + + + +

P. mirabilis + + + + + + + + +

E. cloacae + + + ×× + + × + +

Примечания: + — присутствие признаков роста бактериальной культуры; × — отсутствие при-
знаков роста культуры (количество символов = количество проб с ингибированием роста)

Результаты изучения влияния пептидов продуктов пчеловодства на общую 

дегидрогеназную и каталазную активности показаны на рис. 12 и 13 и в табл. 6.

Рисунок 12. Влияние пептидов продуктов пчеловодства на удельную дегидрогеназную 

активность штаммов S. aureus и E. coli (* — значения достоверности p < 0,05 при сравне-

нии с контролем)
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Рисунок 13. Влияние пептидов продуктов пчеловодства на каталазную активность штам-

мов S. aureus и E. coli (* — значения достоверности p < 0,05 при сравнении с контролем)

Таблица 6. Влияние пептидов продуктов пчеловодства на каталитическую активность 

клеток E. coli и S. aureus

Образец
Культура

E. coli S. aureus

Общая дегидрогеназная активность, Ед/мг белка

Контроль 113±7,91 76±3,87

Пептиды маточного молочка 245±17,15* 218±10,8*

Пептиды трутневого расплода 183±14,64* 199±11,97*

Пептиды пчелиного мёда 121±7,26 81±4,1

Каталазная активность, мкат

Контроль 0,288±0,003 0,199±0,004

Пептиды маточного молочка 0,344±0,005* 0,301±0,007*

Пептиды трутневого расплода 0,322±0,004* 0,357±0,005*

Пептиды пчелиного мёда 0,276±0,01 0,207±0,011

* — p < 0,05 по сравнению с контролем

Было установлено, что пептиды маточного молочка и трутневого расплода 

статистически достоверно (p  <  0,05)  увеличивают дегидрогеназную активность 
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клеток  E. coli по  сравнению  с  контролем  на  117%  и  62%  соответственно  и 

S. aureus в 2,87 и 2,62 раза соответственно.

Каталазная активность клеток E. coli под действием пептидов маточного мо-

лочка и трутневого расплода по сравнению с контролем статистически достоверно 

(p  <  0,05)  возрастает  на  19%  и  12%  соответственно,  а  каталазная  активность 

S. aureus увеличивается на 51% и 79% соответственно. Статистически значимого 

влияния пептидов пчелиного мёда в обоих случаях не зафиксировано.

Полученные  результаты  свидетельствуют,  что  антибактериальная  актив-

ность изученных продуктов пчеловодства не зависит от присутствия в их составе 

пептидов массой до 5 кДа, а опосредована другими факторами. Присутствие влия-

ния низкомолекулярных пептидов маточного молочка и трутневого расплода на 

ферментативную активность E. coli и S. aureus показывает наличие биологической 

активности данных пептидов.

3.3 Влияние низкомолекулярных пептидов из продуктов пчеловодства на 

поведение экспериментальных животных в условиях хронического стресса

3.3.1 Формирование хронического стресса и оценка степени его 

сформированности

За  время  моделирования  хронического  стресса  не  было  зафиксировано 

уменьшения массы тела животных.

Для оценки уровня сформированности тревожного поведения на 1, 5, 10 и 

15-е сутки моделирования животные контрольной группы проходили тест «При-

поднятый крестообразный лабиринт» (рис. 14, табл. 7). Было установлено, к 15-му 

дню  формирования  стресса  время  нахождения  животных  в  закрытых  рукавах 

установки по сравнению с тем же параметром для первых суток был увеличен на 

9,38%. За аналогичный период время нахождения животных в открытых рукавах 

установки снизилось на 29,93%, что свидетельствует об увеличенном состоянии 

тревожности экспериментальных животных.

Параллельно с ходом моделирования хронического стресса животные опыт-

ных групп интраназально получали растворы индивидуальных пептидов,  выде-
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ленных из маточного молочка, трутневого расплода и пчелиного мёда (пики на 

рис. 7-9 под номерами 6, 1 и 3 соответственно указаны стрелкой). Выбранные пеп-

тидные фракции характеризуются большей относительной площадью пика, соот-

ветственно находятся в смеси в наибольшей концентрации.

Рисунок 14. Результаты эксперимента по изучению динамики времени нахождения жи-

вотных контрольной группы в рукавах установки «Приподнятый крестообразный лаби-

ринт» (левая шкала для времени нахождения в закрытом рукаве, правая — открытом)

На  15-е  сутки  животные  всех  экспериментальных  групп  прошли  тест 

«Открытое поле». Результаты представлены на рис. 15, 16 и в табл. 8. Было уста-

новлено, что интраназальный ввод индивидуальных пептидных фракций маточно-

го молочка,  трутневого расплода и пчелиного мёда в  концентрации 100 мкг/кг 

массы тела не оказывает статистически значимого влияния на поведение живот-

ных в  условиях  хронического  стресса.  Из  результатов  следует,  что  выбранные 

фракции пептидов не обладают биологической активностью, либо их концентра-

ция мала для её проявления. На основании этого для дальнейших исследований 

было решено использовать смесь выделенных низкомолекулярных пептидов, и по-

высить вводимую концентрацию до 300 мкг/кг массы тела. Формирование состоя-

ния хронического стресса и введение пептидов было осуществлено с новыми ла-

бораторными животными.
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Рисунок 15. Результаты оценки влияния индивидуальных фрак-

ций продуктов пчеловодства на горизонтальную (А) и верти-
кальную (Б) двигательную активность животных в тесте 

«Открытое поле»

Рисунок 16. Результаты оценки влияния индивидуальных фрак-
ций продуктов пчеловодства на различные формы поведения (А) 

и распределение времени груминга (Б) животных в тесте 
«Открытое поле»

70
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Таблица 7. Значения времени нахождения животных в открытых и закрытых рукавах 

установки «Приподнятый крестообразный лабиринт»

Сутки
Время нахождения, с

Закрытый рукав Открытый рукав

1 319,8±8,4 100,3±7,9

5 327,75±4,4 89,25±3

10 341,25±5,1 78,75±5,2

15 349,8±4,6* 70,3±5*

* — p < 0,05 по сравнению с началом опыта

Таблица 8. Количественные показатели поведения животных в тесте «Открытое поле» 

после приёма отдельных пептидов продуктов пчеловодства в концентрации 100 мкг/кг 

массы тела

Параметр, с

Группа

Контроль
Пептиды 

трутневого 
расплода

Пептиды 
маточного 
молочка

Пептиды 
пчелиного мёда

Центр арены 4±1,41 4,25±0,96 4,75±1,26 5±1,63

Вторая треть 8,5±1,3 10±1,83 11±2,16 10,5±2,38

Упор на стенку 30,3±2,1 28,8±2,9 29,8±2,5 29,3±2,6

На весу 2,5±2,1 4,3±1,5 5±2,2 4,3±1

Груминг 27±1,6 29,5±3,4 29,5±4,8 28±4,7

Короткий груминг 17±3,56 18,25±2,36 19,25±2,63 19±3,67

Длительный груминг 10±2,16 11,25±2,63 10,25±2,26 9±1,63

Норковый рефлекс 21,3±2,2 21±2,3 19,3±1,5 21,5±2,4

Замирание 38,5±1,7 36,5±2,6 34,5±3,4 34,3±3

3.3.2 Результаты оценки влияния низкомолекулярных пептидов продуктов 

пчеловодства на поведение экспериментальных животных

В соответствии со схемой эксперимента на 15-е сутки после введения пепти-

дов либо 0,9%-го р-ра NaCl животные были подвергнуты первому стрессовому 

фактору, а во второй половине дня прошли тест «Открытое поле», на 16-е сутки 

вместо запланированного стрессового воздействия животные прошли тест «Выну-

жденное плавание», что равноценно по силе аналогичному стрессовому фактору, 
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применяемому ранее. На 17-е сутки животные приняли участие в первой половине 

дня в тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт», а во второй половине — 

«Тёмная/светлая комната». На 18-е сутки был проведён тест «Предпочтение саха-

розы», после чего животные были выведены из эксперимента. В дни проведения 

поведенческих тестов крысы продолжали получать соответствующие их группам 

растворы интраназально. Также для оценки степени сформированности хрониче-

ского стресса после вывода животных из эксперимента в сыворотке крови была 

определена концентрация АКТГ и кортикостерона.

Результаты по изучению влияния пептидов продуктов пчеловодства на пове-

дение крыс в условиях теста «Открытое поле» приведены на рис. 17-20 и в табл. 9. 

Было установлено, что пептиды маточного молочка и трутневого расплода при ин-

траназальном введении в концентрации 300 мкг/кг массы тела в условиях хрони-

ческого стресса влияют на все аспекты поведения экспериментальных животных, 

фиксируемые в данном тесте, кроме количества актов дефекации, т. к. ни одно жи-

вотное не оставило болюсов за  время тестирования.  У животных,  получавших 

пептиды трутневого расплода и маточного молочка статистически достоверно (p < 

0,05) по сравнению с контролем было увеличено время нахождения в центре аре-

ны в 2,58 и 2,25 раза соответственно, в средней её части в 3,15 и 3,3 раза, а также 

время вставания на задние лапы с опорой на 38,7% и 50,8% соответственно. Ста-

тистически достоверных различий во времени вставания на задние лапы без опо-

ры между группами выявлено не было. Под действием пептидов трутневого рас-

плода и маточного молочка было увеличено время общего груминга (p < 0,05) по 

сравнению с контролем на 81,5% и 62,1% соответственно, а также распределение 

времени груминга на короткий и длительный. Время короткого — стрессогенного 

— груминга снизилось по сравнению с контролем на 31,4% и 52,7%, а время дли-

тельного — показателя комфорта животного — увеличилось (p < 0,05) на 81,6% и 

28,2%. Под действием пептидов трутневого расплода и маточного молочка у жи-

вотных была повышена частота проявления исследовательского поведения: время 

демонстрации норкового рефлекса у соответствующих групп животных увеличено 

(p < 0,05) по сравнению с контролем на 45% и 60% соответственно.
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Рисунок 17. Значения горизонтальной двигательной активности при интраназальном 
введении продуктов пчеловодства. * — значения достоверности p < 0,05 при сравнении с 

контролем

Рисунок 18. Значения вертикальной двигательной активности при интрназальном введе-

нии пептидов продуктов пчеловодства. * — значения достоверности p < 0,05 при сравне-

нии с контролем
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Рисунок 19. Значения исследовательской активности и показатели комфорта крыс: гру-

минг (все акты чистки вне зависимости от вида и длительности), норковый рефлекс (ис-

следование отверстий в полу) и замирание. * — значения достоверности p < 0,05 при 

сравнении с контролем

Рисунок 20. Распределение времени груминга на короткий (умывание мордочки и 

чистка за ушами) и длительный (чистка всего тела). * — значения достоверности 

p < 0,05 при сравнении с контролем
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Таблица 9. Количественные показатели поведения животных в тесте «Открытое поле» 

после приёма совокупности очищенных низкомолекулярных пептидов продуктов пчело-

водства в концентрации 300 мкг/кг массы тела [21]

Параметр, с

Группа

Контроль
Пептиды 

трутневого 
расплода

Пептиды 
маточного 
молочка

Пептиды 
пчелиного мёда

Центр арены 3±0,82 7,75±1,7* 6,75±0,96* 3,75±0,96

Вторая треть 6,75±1,26 21,25±2,06* 22,25±4,79* 8±0,82

Упор на стенку 31±1,8 43±4,2* 46,8±4,3* 29,3±2,6

На весу 2,5±2,1 6±2,4 6,3±2,2 3,3±0,5

Груминг 25,8±3,6 46,8±8,4* 41,8±7,8* 29±2,6

Короткий груминг 18,5±3,42 12±2,45* 8,75±4,19* 22,25±2,22

Длительный груминг 7,25±3,86 34,75±6,6* 33±4,24* 6,75±2,87

Норковый рефлекс 20±4,1 29±2,6* 32±5* 20,5±1,7

Замирание 45±3,7 9,3±2,5* 4±1,2* 31,8±2,8

* — p < 0,05 по сравнению с контролем

Значительно (p < 0,05) было снижено время замирания у животных, полу-

чавших пептиды трутневого расплода и маточного молочка — на 79,44% и 91,1% 

соответственно.

Результаты измерения времени активного плавания в условиях теста «Выну-

жденное плавание» при хроническом стрессе представлены на рис. 21. Было уста-

новлено, что у животных, которые получали пептиды трутневого расплода и ма-

точного молочка, время активного плавания достоверно (p < 0,05) по сравнению с 

контролем (137±12,6 с) увеличено на 101,1% и 73,2% соответственно (275,5±55,2 с 

и 237,25±30,3 с), что свидетельствует о снижении уровня тревоги у крыс данных 

групп.

На рис. 22, 23 и в табл. 10 представлены результаты изучения поведения жи-

вотных в установке «Приподнятый крестообразный лабиринт» в условиях хрони-

ческого стресса. Было установлено, что статистически достоверно по сравнению с 

контролем у  животных,  получавших пептиды маточного  молочка  и  трутневого 
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расплода, изменяется только время нахождения в различных частях опытной уста-

новки, в то время как показатели двигательной активности не меняются (p > 0,05).

Рисунок 21. Значения времени активного плавания при хроническом стрессе. * — значе-

ния достоверности p < 0,05 при сравнении с контролем

Так, время нахождения крыс в закрытых рукавах снизилось на 32% и 28,6% 

соответственно, а в открытых повысилось в 2,1 и 2,08 раза. Также увеличилось 

время нахождения на центральной площадке на 118,75% и 82,1% соответственно.

Таблица 10. Количественные показатели поведения животных в тесте «Приподнятый 

крестообразный лабиринт»

Параметр

Группа

Контроль
Пептиды 

трутневого 
расплода

Пептиды 
маточного 
молочка

Пептиды 
пчелиного мёда

Закрытый рукав, с 327±13 222,25±10,88* 233,5±3,42* 319±7,87

Открытый рукав, с 65±12,52 136,5±5,07* 135,5±5,06* 71,75±6,08

Центр, с 28±1,83 61,25±8,8* 51±3,56* 29,25±2,22

Свешивания, с 7,25±2,06 10,6±1,83 10,5±1 6±0,82

Переход  в  открытый 
рукав, раз

5,25±1,26 7,25±1,24 8±1,63 6,25±1,7

Переход  в  закрытый 
рукав, раз

6,25±1,5 5,25±2,22 9±2,16 6,25±1,89

* — p < 0,05 по сравнению с контролем
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Рисунок 22. Значения времени нахождения животных в различных частях опытной уста-
новки «Приподнятый крестообразный лабиринт». * — значения достоверности p < 0,05 

при сравнении с контролем

Рисунок 23. Параметры двигательной активности экспериментальных животных в опыте 

«Приподнятый крестообразный лабиринт»: «свешивания» — время, проведённое за ак-

тами свешивания с открытых рукавов и центральной площадки (шкала слева), «перехо-

ды в открытый» и «переходы в закрытый» — количество переходов в соответствующие 

рукава с центральной площадки; достоверность среди всех сравниваемых значений 

p > 0,05



78

А

Б
Рисунок 24. Показатели поведения экспериментальных животных в условиях теста 

«Тёмная/светлая комната»: А) — распределение времени нахождения в тёмной и 

освещённой частях установки; В) — количество переходов животных через перегородку 

между тёмной и освещённой частями установки. * — значения достоверности p < 0,05 

при сравнении с контролем

Результаты измерения параметров поведения экспериментальных животных 

в тесте «Тёмная/светлая комната» представлены на рис. 24. Было установлено, что 

животные, получавшие пептиды личинок трутневого расплода и маточного молоч-
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ка,  статистически  достоверно  (p  <  0,05)  в  2,75  и  2,86  раза  больше  времени 

(224,75±7,5 с и 234±5,4 с соответственно) проводили в освещённой части установ-

ки,  чем  животные  контрольной  группы (81,75±9  с).  Статистически  достоверно 

увеличено  было  также  и  среднее  количество  переходов  между  отсеками  в 

2,53 раза для животных, получавших пептиды личинок трутневого расплода, и в 

3,6 раза  для  животных,  получавших  пептиды  маточного  молочка  (9,5±1  раз  и 

13,5±1,3 раза соответственно; контроль — 3,75±1 раза).

Результаты теста «Предпочтение сахарозы» представлены на рис. 25. В ходе 

этого теста было установлено, что животные, получавшие пептиды личинок трут-

невого расплода и маточного молочка увеличили долю потреблённого раствора са-

харозы в ходе эксперимента в среднем до 82,68±3,3% и 86,15±2,7% соответствен-

но, в то время как доля потреблённого раствора сахарозы для животных контроль-

ной группы составила в среднем 19,2±2,1% [18].

Рисунок 25. Показатели доли потреблённого раствора сахарозы в процентах от общего 

объёма выпитой жидкости за тестовый период. * — значения достоверности p < 0,05 при 

сравнении с контролем

После  проведения  физиолого-фармакологических  тестов  животные  всех 

групп были выведены из эксперимента путём декапитации. Дополнительно, как 

для оценки степени сформированности состояния хронического стресса, так и для 
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изучения влияния низкомолекулярных пептидов (до 5 кДа) из продуктов пчело-

водства, в сыворотке крови была определена концентрация АКТГ и кортикостеро-

на методом ИФА. Результаты измерений представлены на рис. 26 и 27.

Рисунок 26. Концентрации адренокортикотропного гормона в сыворотке крови крыс, по-
лучавших пептиды продуктов пчеловодства в условиях хронического стресса (* — зна-

чения достоверности p < 0,05 при сравнении с интактными)

Рисунок 27. Концентрации кортикостерона в сыворотке крови крыс, получавших пепти-
ды продуктов пчеловодства в условиях хронического стресса. ** — значения достовер-

ности p < 0,05 при сравнении с интактными животными

Статистически достоверное увеличение концентрации кортикостерона в сы-

воротке крови у животных, подвергнутых хроническому стрессу, по сравнению с 
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интактными свидетельствует о его сформированности. Концентрация кортикосте-

рона у интактных крыс составила 382,5±40,9 нг/мл, у крыс контрольной группы 

— 851,25±48,2 нг/мл. Концентрация кортикостерона животных, получавших пеп-

тиды  пчелиного  мёда,  маточного  молочка  и  трутневого  расплода  составила 

773,75±29,6 нг/мл, 818,75±52,7 нг/мл и 720±19,6 нг/мл соответственно.

Значимое изменение в уровне АКТГ зафиксировано было только для живот-

ных, получавших пептиды трутневого расплода. Так, у животных интактной груп-

пы концентрация АКТГ составила 25,25±8,35 нг/мл, а у контрольных и получав-

ших  пептиды  пчелопродуктов  44,36±32,8  нг/мл,  43,94±18,7  нг/мл,  62,57±17,15 

нг/мл и 40,94±14,62 нг/мл соответственно.

Достоверных изменений в концентрации АКТГ и кортикостерона между жи-

вотными опытных и контрольной групп зафиксировано не было.

Во всех проведённых физиолого-фармакологических тестах не было зафик-

сировано  статистически  значимых  различий  между  измеряемыми  параметрами 

животных контрольной группы и группы, получавшей пептиды, выделенные из 

пчелиного мёда. 

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о способности вы-

деленных низкомолекулярных пептидов маточного молочка и трутневого расплода 

в концентрации 300 мкг/кг массы тела влиять на поведение самцов крыс линии 

Wistar в условиях хронического стресса при постоянном интраназальном введе-

нии.

3.4 Влияние низкомолекулярных пептидов из продуктов пчеловодства на 

активность ферментов процессинга нейропептидов

После вывода крыс из эксперимента, мозг животных был разделён на отде-

лы (гипофиз, гипоталамус, стриатум, гиппокамп, амигдала, четверохолмие, про-

долговатый мозг),  гомогенаты которых вместе с  надпочечниками и сывороткой 

крови были использованы для определения влияния интраназального ввода пепти-

дов, выделенных из продуктов пчеловодства, на активность карбоксипептидазы Е 

и пептидил-дипептидазы А.
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Результаты по измерению активности карбоксипептидазы Е у эксперимен-

тальных животных представлены на рис. 28 и в табл. 11. Было установлено, что, 

пептиды личинок трутневого расплода и маточного молочка статистически досто-

верно (p < 0,05) изменяют активность КПЕ следующим образом:

− в гипофизе активность снижается на 60% и 70% соответственно по отноше-

нию к животным контрольной группы;

− в гипоталамусе активность повышается на 94% и 172% соответственно;

− в стриатуме активность повышается на 86% и 114% соответственно;

− в гиппокампе активность повышается в 2,16 и 2,89 раза соответственно;

− в амигдале активность снижается на 53% и 44% соответственно;

− в четверохолмии активность повышается на 96% и 54% соответственно;

− в продолговатом мозге активность снижается на 37% и 44% соответствен-

но.

Статистически достоверных различий в изменении активности КПЕ в над-

почечниках установлено не было. Во всех исследованных образцах пептиды, вы-

деленные из пчелиного мёда, не оказали влияния на активность данного фермен-

та.

Результаты  измерения  ферментативной  активности  ПДПА  в  различных 

отделах мозга и сыворотке крови крыс представлены на рис. 29 и в табл. 11. Выяв-

лено, что пептиды личинок трутневого расплода и маточного молочка статистиче-

ски достоверно (p < 0,05) снижают активность данного фермента по сравнению с 

животными контрольной группы в следующих образцах:

− в гипофизе на 46% и 54% соответственно;

− в гипоталамусе на 37% и 44% соответственно;

− в стриатуме на 37% и 40% соответственно;

− в амигдале на 53% и 56% соответственно;

− в четверохолмии на 57% и 54% соответственно;

− в продолговатом мозге на 40% и 45% соответственно.

Статистически значимого влияния на активность ПДПА в гиппокампе и сы-

воротке крови со стороны пептидов, выделенных из маточного молочка и личинок 
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Рисунок 28. Показатели активности карбоксипептидазы Е в надпочечниках и отделах 

мозга. * — значения достоверности p < 0,05 при сравнении с контролем
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Рисунок 29. Показатели ферментативной активности ПДПА в сыворотке крови и отделах 

мозга. * — значения достоверности p < 0,05 при сравнении с контролем



85

трутневого расплода, не выявлено. Пептиды пчелиного мёда также не повлияли на 

активность фермента во всех изученных отделах мозга и сыворотке крови.

Таблица 11. Значения активности КПЕ и ПДПА в нервной ткани, надпочечниках и сыво-

ротке крови [20, 22]

Образец

Группа животных

Контроль
Пептиды 

трутневого 
расплода

Пептиды 
маточного 
молочка

Пептиды 
пчелиного мёда

Карбоксипептидаза Е, нмоль/мин на 1 мг белка

Гипофиз 0,97±0,03 0,38±0,08* 0,29±0,04* 0,93±0,04

Гипоталамус 0,18±0,03 0,35±0,07* 0,49±0,05* 0,18±0,03

Стриатум 0,21±0,05 0,39±0,04* 0,45±0,03* 0,17±0,06

Гиппокамп 0,19±0,04 0,41±0,04* 0,55±0,02* 0,21±0,03

Амигдала 0,59±0,04 0,28±0,04* 0,33±0,05* 0,51±0,05

Четверохолмие 0,28±0,03 0,55±0,04* 0,43±0,05* 0,3±0,04

Продолговатый мозг 0,59±0,04 0,37±0,03* 0,33±0,05* 0,61±0,04

Надпочечники 0,09±0,03 0,14±0,04 0,13±0,03 0,11±0,03

Пептидил-дипептидаза А, нмоль/мин на 1 мг белка

Гипофиз 13±1,3 7±1,1* 6±1,3* 11±2,6

Гипоталамус 3,75±0,56 2,37±0,1* 2,1±0,16* 4,02±0,44

Стриатум 10,54±1,07 6,69±0,45* 6,33±0,7* 9,63±0,95

Гиппокамп 4,07±0,34 4,98±,56 4,2±0,3 3,88±0,49

Амигдала 4,5±0,33 2,1±0,17* 1,99±0,22* 4,15±0,45

Четверохолмие 4,67±0,54 2,03±0,14* 2,13±0,1* 4,09±0,24

Продолговатый мозг 1,79±0,19 1,07±0,1* 0,99±0,12* 1,56±0,15

Сыворотка крови 0,39±0,05 0,33±0,06 0,4±0,05 0,34±0,04

* — p < 0,05 по сравнению с контролем

Также  была  проведена  оценка  влияния  пептидов  на  активность  КПЕ  и 

ПДПА в условиях in vitro путём добавления к гомогенату гипофиза интактных жи-

вотных: в контрольные пробы — дистиллированной воды, в опытные пробы — 

равный объём растворов пептидов маточного молочка и трутневого расплода до 
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конечной концентрации в 300 мкг/мл (табл. 12). Установлено, что активность КПЕ 

и ПДПА статистически не изменяется под действием применённых пептидов в 

условиях in vitro.

Таблица 12. Значения активностей КПЕ и ПДПА при добавлении пептидов маточного 

молочка и трутневого расплода in vitro

Фермент

Образец

Контроль Пептиды маточного молочка
Пептиды личинок 

трутневого расплода

Активность, нмоль/мин на 1 мг белка

Карбоксипептидаза Е 0,95±0,06 0,93±0,05 0,96±0,07

Пептидил-дипептидаза А 12,1±0,6 13±0,91 11,35±1,14

Таким образом,  полученные данные об изменении активности ферментов 

обмена регуляторных пептидов при интраназальном введении низкомолекулярных 

пептидов маточного молочка и трутневого расплода свидетельствуют о глубоких 

нейрохимических изменениях, которые физиологически выражаются в снижении 

уровня  тревожности  экспериментальных  животных.  В  условиях  хронического 

стресса  изменяется  функционирование  практически  всех  нейромедиаторных  и 

пептидергической  системы.  Результаты  эксперимента  также  свидетельствуют  о 

том, что низкомолекулярные пептиды маточного молочка и трутневого расплода 

не оказывают прямого влияния на активность КПЕ и ПДПА. Следовательно, анк-

сиолитический эффект этих пептидов реализуется через иные, пока ещё неизвест-

ные механизмы биохимической регуляции.
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЙ

4.1 Пептидный спектр продуктов пчеловодства

Особенности химического состава продуктов пчеловодства затрудняют про-

цесс выделения индивидуальных пептидов из них. В пчелином мёде высокая кон-

центрация углеводов и низкая белковых веществ, в составе имеются фенольные 

соединения.  Практически таким же компонентном составом обладает  маточное 

молочко. В личинках трутневого расплода содержание пептидов мало за счёт кле-

точного строения (большинство биологически активных пептидов не накаплива-

ются, а синтезируются в малых количествах и утилизируются после оказания эф-

фекта).  Вследствие  этого  классические  методы  пробоподготовки  и  выделения 

(твердофазная экстракция, преципитация ТХУ, ацетоном, этанолом, фильтрация, 

ультрафильтрация, гель-фильтрация) не позволяют быстро и с высокой степенью 

очистки выделить низкомолекулярные пептиды из продуктов пчеловодства.

В  результате  выполнения  одной  из  задач  данной  работы был разработан 

способ выделения низкомолекулярных пептидов, заключающийся в комбинации 

методов тангенциальной ультрафильтрации, ионообменной хроматографии и гель-

фильтрации. К преимуществам предложенного способа выделения пептидов мож-

но отнести возможность масштабирования и автоматизации.

Полученные экспериментальные данные также позволяют качественно оха-

рактеризовать спектр пептидных соединений, имеющихся в составе маточного мо-

лочка, пчелиного мёда и трутневого расплода. Анализ хроматограмм позволяет за-

ключить, что:

1. В маточном молочке удалось установить присутствие 9  различных групп 

низкомолекулярных пептидов (массой менее 5 кДа), в том числе содержа-

щих аминокислоты с ароматическими радикалами, т. к. некоторые пики име-

ют поглощение и на длине волны 220 нм, и на 280 нм. Характер распределе-

ния времён удерживания показывает,  что большинство идентифицирован-

ных групп пептидов являются преимущественно полярными, т. к. элюиру-

ются до концентрации ацетонитрила в элюенте в 40%.

2. В гомогенате трутневого расплода установлено присутствие 11 групп пепти-
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дов, часть из которых также имеет в своём составе ароматические амино-

кислоты. Распределение времени удерживания пиков на хроматограмме сви-

детельствует о том, что большинство выделенных пептидов гидрофильны, 

т. к. они выходят с колонки при концентрации ацетонитрила в элюенте ме-

нее 40%.

3. В пчелином мёде удалось идентифицировать 10 индивидуальных групп пеп-

тидов, а распределение по гидрофобности-гидрофильности характеризуется 

равномерностью расположения практически на протяжении всего градиента 

смеси элюента вода/ацетонитрил.

4. Большинство пептидов маточного молочка при pH = 10 заряжены отрица-

тельно, т. к. после ионообменной хроматографии в смеси идентифицируется 

7 из 9 групп пептидов. В то же время обратная ситуация наблюдается в слу-

чае пептидов трутневого расплода и пчелиного мёда: большинство выделен-

ных пептидов не задерживается на ДЭАЭ-целлюлозе и выходит в свободном 

объёме колонки.

4.2 Способность низкомолекулярных пептидов из продуктов пчеловодства 

влиять на жизнедеятельность микроорганизмов

Большинство исследований в области изучения биологической активности 

белков и пептидов, выделенных из пчелиного мёда, маточного молочка и гомоге-

ната трутневого расплода, фокусируются на их антибактериальном действии, од-

нако в нативных продуктах пчеловодства содержание пептидов крайне мало. Ак-

тивно  исследуются  антибактериальные  свойства  небелковых  компонентов  этих 

продуктов, преимущественно пчелиного мёда [17]. Полученные эксперименталь-

ные данные позволяют заключить, что антибактериальный эффект нативных про-

дуктов пчеловодства или различных их смесей является следствием множества 

факторов. Присутствие AMP в их составе не является определяющим. С повыше-

нием степени очистки совокупности низкомолекулярных пептидов снижается так-

же и антибактериальная активность исследованных растворов от сомнительной до 

её полного отсутствия.
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Сомнительные значения антибактериальной активности в диско-диффузион-

ном тесте и при определении минимальной ингибирующей концентрации для со-

ответствующих ультрафильтрованных растворов можно объяснить присутствием 

антимикробных пептидов в составе исходных растворов. Например, в составе пче-

линого мёда содержится дефензин-1 (5532 Да) [241]. Однако в силу сравнительно 

малой концентрации пептидов и их способа выделения и очистки в рамках данно-

го исследования влияние этого антимикробного пептида можно исключить. Сни-

жение  антибактериальной  активности  растворов  пептидов  трутневого  расплода 

свидетельствует,  что  несомненно  присутствующие  в  развивающейся  личинке 

трутней антимикробные пептиды в условиях данного эксперимента не остаются в 

очищенных фракциях.

Изучение влияния полученных пептидов продуктов пчеловодства на фер-

ментативную активность S. aureus и E. coli чётко показывает, что даже при отсут-

ствии антибактериального эффекта, пептиды оказывают влияние на метаболизм 

бактерий. Уровень общей дегидрогеназной и каталазной активности является важ-

ным показателем напряжённости процессов энергетического и пластического об-

мена внутри бактериальной клетки. Различные дегидрогеназы играют ключевую 

роль в субстратном фосфорилировании, процессах биосинтеза первичных и вто-

ричных метаболитов. Так как  E. coli и S. aureus являются факультативными ана-

эробами, увеличение каталазной активности говорит об усилении окислительного 

стресса, вызванного ускорением синтетических процессов внутри бактериальной 

клетки как ответ на внешние стрессовые факторы. Ускорение продукции АТФ за 

счёт увеличения скорости работы дыхательной цепи ведёт к повышенному образо-

ванию АФК, часть из которых ферментами антиоксидантной системы конвертиру-

ется в пероксид водорода, разлагаемый каталазой [2, 87]. Повышение активности 

данных ферментов говорит о напряжении метаболических процессов в бактери-

альной клетке, вызванном пептидами маточного молочка и трутневого расплода.

Таким образом, полученные нами данные об отсутствии антибактериально-

го эффекта у пептидов продуктов пчеловодства свидетельствуют в пользу теории 

их многофакторного антибактериального действия. В соответствии с ней антибак-
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териальный эффект нативных продуктов пчеловодства или их водных растворов 

является суммой антибактериального действия ряда факторов, такие как концен-

трация органических кислот, фенольных соединений, пероксида водорода, а также 

их особые физико-химические свойства.

4.3 Влияние низкомолекулярных пептидов из продуктов пчеловодства на 

поведение крыс в условиях хронического стресса

Анализ  совокупности  полученных  результатов  физиолого-фармакологиче-

ских тестов позволяет сказать, что в условиях хронического стресса длительное 

(более 15 суток) интраназальное введение очищенных пептидов маточного молоч-

ка и трутневого расплода в концентрации 300 мкг/кг массы тела снижает выра-

женность тревожного поведения самцов линии Wistar. Это выражается в следую-

щем:

I. В тесте «Открытое поле» повышается вертикальная и горизонтальная дви-

гательная  активность  крыс.  При  повышенном  уровне  тревожности  в  условиях 

открытой арены животные проявляют меньшую двигательную активность, стара-

ясь найти укрытие вне центра арены. Однако при пониженном уровне тревоги жи-

вотные демонстрируют большую двигательную активность,  обусловленную ис-

следовательским поведением. Повышенный уровень вертикальной двигательной 

активности, выраженный в увеличении времени вставания на задние лапы с опо-

рой на стенки, свидетельствует об активации исследовательского поведения, кото-

рое подавлено в условиях тревожного состояния. Статистически значимого повы-

шения времени вставания на задние лапы без опоры не зафиксировано. Рядом ав-

торов указывается, что данный вид двигательной активности самый сложный и 

требует значительной расслабленности животного [176].

Статистически значимо увеличивается общее время груминга, прежде всего 

за счёт изменения пропорции короткого и длительного (с увеличением части по-

следнего). Короткий груминг, когда животное прерывает своё движение и садится 

чистить мордочку или за ушами, является индикатором повышенной активности 

симпатической нервной системы, активирующейся в ответ на стрессовое воздей-
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ствие (хронический стресс+новые условия опытной арены). В то же время дли-

тельный груминг, когда животное чистит и вылизывает всё тело, в том числе и по-

верхности лап, является индикатором комфорта: отсутствие прямой опасности и 

повышенной тревожности позволяет расслабиться и потратить время на данный 

тип активности [139].

У крыс, получавших пептиды маточного молочка и трутневого расплода, до-

стоверно  увеличивается  время  демонстрации  исследовательского  поведения  — 

норкового рефлекса. Отверстия в полу установки являются для крыс загадочным 

объектом, и повышение времени их исследования связано с неофилией. Повыше-

ние неофильной активности свидетельствует о сниженном уровне стресса, т.  к. 

при повышенном уровне тревожности, вызванной хроническим стрессом, актив-

ность  симпатической  нервной  системы  будет  подавлять  желание  исследовать 

неизвестное.

Достоверное снижение времени замирания животных, получавших пептиды 

маточного молочка и трутневого расплода, напрямую свидетельствует о пониже-

нии тревожности и стресса, т. к. замирание — естественная реакция грызунов на 

первые признаки опасности. В условиях данного теста при хроническом стрессе у 

животных с высоким уровнем тревоги даже малейшие аудиовизуальные стимулы 

будут вызывать обострённую реакцию, выражающуюся в чрезмерном замирании. 

Снижение общего времени замирания говорит,  что животные меньше ожидают 

опасности в силу сниженного уровня тревожности, и не ассоциируют случайные 

внешние раздражители как факторы приближающейся опасности [139].

II. В классическом тесте на антидепрессантную активность «Вынужденное 

плавание» [229] животные, получавшие пептиды маточного молочка и трутневого 

расплода, проводят больше времени в состоянии активного плавания. В соответ-

ствии с дизайном данного эксперимента животные с высоким уровнем тревоги в 

сосуде  с  водой  при  невозможности  выбраться  из  него  будут  демонстрировать 

меньшее  время активного  плавания  и  реакции «отчаяния» (замирание  и  преж-

девременное погружение).

III. В  тесте  «Приподнятый крестообразный лабиринт»,  который является 
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классическим тестом для оценки тревожного поведения, у животных, получавших 

пептиды маточного молочка и трутневого расплода, статистически достоверно по-

вышено время нахождения в открытых рукавах и на центральной площадке опыт-

ной установки по сравнению с контрольными животными. Повышенное время на-

хождения в закрытых рукавах — свидетельство стрессового состояния крыс, про-

явления их тигмотаксиса. Отсутствие достоверного изменения в двигательной ак-

тивности свидетельствует об отсутствии нейростимулирующего влияния пепти-

дов маточного молочка и трутневого расплода и подтверждает наличие анксиоли-

тического. Например, при приёме амфетамина крысы демонстрируют повышен-

ную двигательную активность  вместе  с  увеличением  времени,  проведённым в 

открытых рукавах, что зачастую интерпретируется как анксиолитическая актив-

ность, тогда как истинный анксиолитический эффект отсутствует [304].

IV. В тесте «Тёмная/светлая комната» животные, получавшие пептиды ма-

точного  молочка  и  трутневого  расплода,  статистически  достоверно  проводили 

больше времени в светлой части установки и большее число раз проходили через 

перегородку. Воздействие яркого света (более 700 люкс) воспринимается живот-

ными как стрессовый фактор, т. к. крысы преимущественно ночные животные, что 

вызывает у них желание спрятаться в тёмной части установки. Как следствие, у 

крыс с высоким уровнем тревожности будет наблюдаться пониженное время нахо-

ждения в освещённой части установки и повышенное в тёмной. Дополнительно у 

крыс с повышенной тревожностью в силу доминирования реакций симпатической 

нервной системы будет наблюдаться повышенный тигмотаксис и сниженная дви-

гательная активность, что и выражается в снижении количества переходов между 

отсеками установки [122].

V. В тесте «Предпочтение сахарозы» у животных, получавших пептиды ма-

точного молочка и трутневого расплода, статистически достоверно повышено по-

требление раствора сахарозы по сравнению с животными контрольной группы, 

что свидетельствует о сниженном уровне ангедонии.

Суть теста «Предпочтение сахарозы» состоит в формировании стойкого со-

стояния хронического стресса и изучении характера взаимодействия лаборатор-
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ных  животных  с  первичными  формами  подкрепления.  Ангедония  является 

комплексным явлением, зачастую сопровождающим депрессивные состояния, вы-

ражающаяся в неспособности или отсутствии желания испытывать положитель-

ный ответ на различные формы подкрепления из-за нарушения работы системы 

внутреннего подкрепления. В ответ на формирование ангедонии животные с вы-

соким уровнем стресса будут демонстрировать тенденцию к уменьшению доли 

потреблённого раствора сахарозы [283].

В целом, выбор интраназального способа введения растворов пептидов об-

основан сложившейся научной практикой: большое количество исследований по 

изучению влияния пептидов на поведение экспериментальных животных исполь-

зует именно интраназальный путь введения, характеризующийся быстрой достав-

кой субстанций в отделы центральной нервной системы, малым или отсутствием 

воздействия протеаз и малоинвазивным воздействием на животных [336].

4.4 Влияние низкомолекулярных пептидов из продуктов пчеловодства на 

активность карбоксипептидазы Е и пептидил-дипептидазы А и уровень 

гормонов стресса

В ряде исследований по изучению пептидов продуктов пчеловодства уста-

новлено, что пептиды трутневого расплода при интраназальном введении в нор-

мальных условиях изменяют поведение крыс в условиях тестов «Открытое поле» 

и «Условный пищедобывательный рефлекс» [9], влияют на активность карбокси-

пептидазы Е [34], а пептиды пчелиного мёда влияют на активность АСТ и глицил-

глицин-дипептидазы в нервной ткани крыс [8,  25].  Изучение влияния пептидов 

пчелиного мёда, маточного молочка и трутневого расплода на поведение экспери-

ментальных животных в условиях хронического стресса является логичным про-

должением исследований в данной области, и в то же время обладает научной но-

визной, т. к. сведения о подобных эффектах пептидов продуктов пчеловодства в 

условиях хронического стресса в научной литературе отсутствуют.

В результате нашего эксперимента были получены данные, что интраназаль-

ное введение пептидов массой до 5  кДа,  выделенных из  маточного молочка и 
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трутневого расплода, влияет на активность КПЕ и ПДПА в разных отделах мозга, 

но не оказывает влияния на их активность в сыворотке крови и надпочечниках. 

Следовательно, при интраназальном введении исследованные пептиды действова-

ли только в различных отделах головного мозга и не проникали в системный кро-

воток.

В ходе эксперимента было показано, что активность  КПЕ под действием 

пептидов маточного молочка и трутневого расплода снижается в гипофизе, ами-

гдале и продолговатом мозге.  Известно,  что карбоксипептидаза Е участвует в 

процессинге целого ряда регуляторных пептидов, действующих в данных регио-

нах мозга (CART, инсулин, α-меланоцитостимулирующий гормон, адренокортико-

тропный гормон, нейропептид Y, мет- и лей-энкефалин, вазопрессина и окситоци-

на, соматостатина, ПОМК, амилина, холецистокинина, глюкагоноподобного пеп-

тида-1, переносчика дофамина, SAAS и т. д.) Повышенная активность КПЕ свиде-

тельствует  об  интенсификации  процессов  биосинтеза,  процессинга  и  сортинга 

этих нейропептидов [34]. Таким образом, повышенная активность КПЕ в гипофи-

зе у крыс контрольной группы свидетельствует об активации процесса биосинтеза 

нейроактивных пептидов, вовлечённых в регуляцию ответа организма на хрониче-

ское стрессовое состояние. Следовательно, снижение ферментативной активности 

в гипофизе, амигдале и продолговатом мозге крыс, получавших пептиды маточно-

го молочка и трутневого расплода, указывает на снижение синтетической активно-

сти гипофиза как причину анксиолитического эффекта. Похожее изменение гипо-

физарной активности карбоксипептидазы Е наблюдалось в работах по изучению 

влияния антидепрессантов при системном введении на активность ферментов об-

мена регуляторных нейропептидов [26]. Ко всему прочему, амигдала и продолго-

ватый мозг  имеют  большое  значение  в  развитии  и  поддержании тревожности. 

Амигдала  — ключевой центр мозга,  регулирующий реакции страха  и  тревоги, 

имеет  большое количество ГАМКергических нейронов,  которые экспрессируют 

рецепторы к различным нейропептидам, в том числе к соматостатину. Установле-

но, что активация соматостатиновых нейронов в амигдале приводит к замиранию 

животного [104], поэтому пониженная активность карбоксипептидазы Е, участву-
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ющей в сортинге и созревании этого нейропептида, может свидетельствовать об 

изменении его концентрации. Продолговатый мозг участвует в регуляции работы 

симпатической нервной системы, влияя на тонус скелетной мускулатуры и работу 

сердца. В экспериментальных работах показано, что в продолговатом мозге нахо-

дятся пресимпатические нейроны с везикулами, внутри которых найден ряд ней-

ропептидов  (ВИП,  нейропептид  Y,  холецистокинин,  октапептид,  нейротензин, 

кальцитонин-ген родственный пептид, энкефалин, тиротропинг-релизинг гормон, 

вещество P [209]). Для многих из этих нейропептидов показано участие КПЕ в их 

процессинге. Таким образом, в нашем эксперименте пониженный уровень актив-

ности карбоксипептидазы Е может физиологически находить отражение в сниже-

нии  тревожности  за  счёт  понижения  концентрации  нейропептидов  в  данном 

регионе мозга, что ведёт к понижению тонуса симпатической нервной системы.

В четверохолмии, стриатуме, гиппокампе и гипоталамусе под действием 

пептидов маточного молочка и трутневого расплода активность КПЕ повышает-

ся. Под действием хронического стресса гипоталамус повышает секреторную ак-

тивность как механизм адаптации для позитивной модуляции работы ГГНО. Од-

нако отсутствие изменения в уровнях АКТГ, кортикостерона и КПЕ в надпочечни-

ках свидетельствует, что данная модуляция блокируется на следующих этапах ра-

боты ГГНО. Повышение активности КПЕ в гиппокампе и четверохолмии может 

быть связано с активацией этих структур за счёт новизны обстановки. Известно, 

что поведенческие тесты приводят к активации нейронных путей в гиппокампе с 

целью закрепления памяти о навигации в новом месте, а соматостатин и нейро-

пептид Y играют важную роль в формировании ассоциативной памяти [86]. Акти-

вация нейронных структур приводит и к увеличению активности ферментов про-

цессинга нейропептидов. Стриатум обладает тормозной активностью по отноше-

нию к напряжённой мышечной мускулатуре [191]. Состояние хронического стрес-

са на физиологическом уровне, в том числе, характеризуется повышенным тону-

сом мускулатуры, а снижение этого напряжения опосредованно через активацию 

стриатума. Повышение активности КПЕ может свидетельствовать об активации 

процессов синтеза и созревания нейропептида Y, энкефалина, нейротензина и ди-
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норфина в этом отделе головного мозга.

Под действием пептидов маточного молочка и трутневого расплода была 

также снижена активность пептидил-дипептидазы А в гипоталамусе, гипофи-

зе, стриатуме, амигдале, четверохолмии и продолговатом мозге. Известно, что 

действие ПДПА разносторонне. Наряду с регуляцией артериального давления и 

водно-солевого баланса  через  ренин-ангиотензиновую систему в  кровотоке  и  с 

внешней стороны ГЭБ, в нервной ткани фермент катализирует отщепление С-кон-

цевого дипептида от олигопептидов со свободным С-концом и аминокислотой в 

предпоследнем положении, отличной от пролина. Тем самым фермент участвует в 

процессинге брадикинина, мет-энкефалин-Arg-Phe, ангиотензина II, регулируя ра-

боту симпатической нервной системы через образование ангиотензина II (допол-

нительно, N-концевой пептид ангиотензина II участвует в метаболизме вазопрес-

сина). В различных экспериментальных работах установлено, что под влиянием 

ангиотензина II у животных снижается эффективность ассоциативной памяти и 

способность к обучению [223]. Поскольку ангиотензин II не проникает через ГЭБ, 

считается, что он образуется в результате работы внутримозговой ПДПА. Также 

есть данные, что фермент обладает эндопептидазной активностью, катализируя 

расщепление  вещества  Р,  вещества  К,  холецистокинина,  аргинин-вазопрессина, 

окситоцина,  гастрина,  гонадотропин-рилизинг  фактора,  des-Arg9-брадикинина, 

ангиотензина 1-7, β-амилоидный пептида, а также вовлечён в метаболизм нейро-

кининов [26]. Известно также, что ангиотензин II, образующийся из ангиотензина 

I при участии ПДПА в головном мозге, способствуют активации ГГНО, оказывает 

стимулирующее влияние на секрецию АКТГ гипофизом и кортикотропин-рили-

зинг фактора гипоталамусом [324].

Проанализировав характер изменения активности ПДПА в нервной ткани 

крыс можно сказать следующее:

1. В гипофизе и гипоталамусе снижение активности ПДПА может приводить к 

изменению концентрации ангиотензина II, который участвует в регуляции 

ответа организма на стресс.

2. В стриатуме снижение активности ПДПА может приводить к понижению 
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общего уровня стресса за счёт модуляции работы опиоидной и дофаминер-

гических систем [105, 368]. Также экспериментально показано, что при вве-

дении каптоприла лабораторные животные демонстрировали снижение не-

гативных последствий стресса, вызванного вследствие введения животным 

ЛПС, на пространственную память [48]. Таким образом, ПДПА приводит к 

снижению негативных последствий стресса.

3. В базолатеральных ядрах амигдалы имеются ГАМКергические нейроны, со-

держащие холецистокинин [78], в центральных ядрах — содержащие энке-

фалины и динорфин [286]. Эти пептиды являются субстратами для ПДПА. 

Вместе  с  тем  амигдала  играет  важную  роль  в  формировании  ответа  на 

стрессовые ситуации, регуляции поведения, уровня страха и тревожности. 

Таким образом, снижение активности ПДПА в амигдале под действием изу-

ченных  пептидов  может  являться  механизмом  уменьшения  активности 

ГАМКергических нейронов, что снижает общую восприимчивость к стрес-

су.

4. Показано, что в четверохолмии эксперссируются рецепторы к ангиотензи-

ну II, которые при стимуляции подавляют способность нейронов активиро-

ваться в ответ на визуальные стимулы [271]. Снижение активности ПДПА в 

четверохолмии может быть связано с уменьшением степени его активации 

через снижение концентрации ангиотензина II. Таким образом, пониженный 

уровень активности ПДПА в четверохолмии направлен на снижение тревож-

ности за счёт снижения бдительности. Ко всему прочему найдено, что в чет-

верохолмии эксперссируются  мРНК других  нейропептидов,  в  процессинг 

которых вовлечена ПДПА [188]. Однако в научной литературе крайне мало 

данных об их роли в регуляции интегративной функции четверохолмия для 

аудиовизуальных стимулов и рефлексов.

5. Снижение активности ПДПА в продолговатом мозге также отражает анксио-

литический  эффект  пептидов  маточного  молочка  и  трутневого  расплода. 

Продолговатый мозг участвует в регуляции тревожного поведения, обеспе-

чивая связь между высшей нервной системой и спинным мозгом. Известно, 
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что существуют множественные проекции в продолговатый мозг из стресс-

активируемых или стресс-генерирующих структур [198,  293,  389], а рецеп-

торы к ангиотензину II широко экспрессируются в тканях продолговатого 

мозга [59].  Таким образом, снижение активности ПДПА в продолговатом 

мозге, вероятно, является результатом анксиолитического действия пепти-

дов.

Статистически значимого влияния пептидов пчелиного мёда на активность 

обоих ферментов установлено не было.

Не было найдено прямого влияния пептидов маточного молочка и трутнево-

го расплода на активность КПЕ и ПДПА in vitro. Следовательно, сдвиги в актив-

ности данных ферментов обмена регуляторных пептидов не являются причиной 

наблюдаемого  анксиолитического  действия  пептидов пчелопродуктов.  По-види-

мому, низкомолекулярные пептиды маточного молочка и трутневого расплода дей-

ствуют через пока ещё неизвестные клеточные мишени, что приводит к измене-

нию функционирования пептидергической системы через регуляцию активности 

ферментов процессинга нейропептидов.
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ВЫВОДЫ

1. Применённая комбинация ультрафильтрации и хроматографических мето-

дов позволяет выделить и очистить пептиды маточного молочка, трутневого 

расплода  и  пчелиного  мёда  от  низкомолекулярных  примесей.  Степень 

очистки в среднем составляет 5% для пептидов маточного молочка, 1,6% 

для гомогената трутневого расплода и 12,1% для пептидов пчелиного мёда 

(в пересчёте на общее содержание белковых веществ).

2. Пептидный спектр  маточного  молочка,  трутневого  расплода  и  пчелиного 

мёда  характеризуется  значительным  разнообразием.  На  хроматограммах 

было выявлено присутствие 9 пиков индивидуальных пептидов в маточном 

молочке, 11 в гомогенате трутневого расплода и 10 в пчелином мёде. 7 из 9 

выделенных пептидов маточного молочка при pH = 10 заряжены отрица-

тельно, среди пептидов трутневого расплода и пчелиного мёда таких 2 и 4 

соответственно. Среди пептидов маточного молочка массой до 5 кДа 5 име-

ют в своём составе аминокислоты с ароматическими радикалами, 4 в трут-

невом расплоде и 3 в пчелином мёде.

3. Низкомолекулярные пептиды трутневого расплода и маточного молочка при 

постоянном интраназальном введении в дозе 300 мкг/кг массы тела в усло-

виях хронического стресса снижают интенсивность проявления поведения, 

ассоциированного с тревожностью, у экспериментальных животных. Напри-

мер, в тесте «Открытое поле» увеличивается продолжительность длительно-

го груминга на 81,5% и 62,1% соответственно, время проявления норкового 

рефлекса было увеличено на 45% и 60% соответственно. В тесте «Тёмная/

светлая комната» время нахождения в светлом отсеке опытной установки 

было увеличено в 2,75 и 2,86 раза соответственно.

4. Под  действием  низкомолекулярных  пептидов  трутневого  расплода  и  ма-

точного молочка изменяется активность карбоксипептидазы Е и пептидил-

дипептидазы А в нервной ткани и гипофизе крыс. Активность карбоксипеп-

тидазы Е снижается в гипофизе (на 60% и 70% соответственно), амигдале 
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(на 53% и 44%) и продолговатом мозге (на 37% и 44%), но повышается в ги-

поталамусе (на 94% и 172%), стриатуме (на 86% и 114%), гиппокампе (в 

2,16 и 2,89 раза) и четверохолмии (на 96% и 54%). Активность пептидил-

дипептидазы А снижается в гипофизе (на 46% и 54%), гипоталамусе (на 

37% и 44%), стриатуме (на 37% и 40%), амигдале (на 53% и 56%), четверо-

холмии (на 57% и 54%) и продолговатом мозге (на 40% и 45%). Низкомоле-

кулярные пептиды продуктов пчеловодства не оказывают влияния на актив-

ность обоих ферментов в сыворотке крови, надпочечниках и in vitro, а также 

концентрацию АКТГ и кортикостерона.

5. Выделенные низкомолекулярные пептиды продуктов пчеловодства не ока-

зывают  выраженного  антибактериального  эффекта  на  культуры 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella  

enteritidis, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis и  

Enterobacter cloacae, однако способны изменять общую дегидрогеназную и 

каталазную активность Е. coli и S. aureus.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Поиск новых биологически активных агентов всегда будет являтся одной из 

приоритных задач биологии. Экспериментальные результаты данной работы ещё 

раз доказывают, что низкомолекулярные пептиды обладают чрезвычайно разнооб-

разным спектром биологической активности. Однако при изучении биоэффектов 

низкомолекулярных пептидов встаёт множество препятствий, одно из которых — 

трудность их выделения и очистки.  Применённая в  данной работе комбинация 

ультрафильтрации,  ионообменной  хроматографии  и  гель-фильтрации  позволяет 

очистить часть пептидов массой до 5 кДа от низкомолекулярных примесей, зача-

стую составляющих большинство компонентов продукта пчеловодства.

Полученные экспериментальные результаты являются одновременно и про-

должением многолетних исследований в области биологической активности про-

дуктов пчеловодства, идущих в лабораториях кафедры «Общая биология и биохи-

мия» Пензенского государственного университета, и начальным этапом оценки та-

ковой низкомолекулярных пептидов, выделенных из пчелиного мёда, трутневого 

расплода и маточного молочка. Перспективы дальнейшей разработки темы ле-

жат в области более детального изучения структуры выделенных пептидов совре-

менными методами биохимии (масс-спектрометрия, секвенирование и т. д.), а так-

же механизмов проявления их биологической активности.

К полученным результатам можно сделать  следующие  рекомендации по 

практическому использованию:

− пептиды маточного молочка и трутневого расплода массой до 5 кДа пер-

спективны для разработки биопрепарата,  обладающего анксиолитическим 

эффектом;

− разработанный способ выделения низкомолекулярных пептидов (массой до 

5 кДа) из продуктов пчеловодства возможно применить для выделения пеп-

тидов из другого природного сырья.

− полученные  результаты  возможно  использовать  в  учебном  процессе  при 

подготовке бакалавров по направлениям 06.03.01 Биология, 19.03.01 Биотех-

нология.
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

2-AG — 2-арахидоноилглицерол

3'-UTR — 3'-нетранслируемый регион

5-HTT — 5-гидрокситриптамин

5HT1A — рецепторы к серотонину 1А-типа

АГВ-агар — агар Гивенталя-Ведьминой

АКТГ — адренокортикотропный гормон

АМП — антимикробный пептид

АСТ — аспартатминотрансфераза

АТФ — аденозинтрифосфат

АФК — активная форма кислорода

БАД — биологически активная добавка

ВИП — вазоактивный инестинальный пептид

ВОЗ — Всемирная организация здравоохранения

ВЭЖХ — высокоэффективная жидкостная хроматография

ВЭЖХ/МС  —  высокоэффективная  жидкостная  хроматография-масс-спек-

трометрия

ГАМК — гамма-аминомаслянная кислота

ГГНО — гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковая ось

ДЭАЭ-целлюлоза — диэтиламиноэтил целлюлоза

ЖКТ — желудочно-кишечный тракт

ИФА — иммуноферментный анализ

КПЕ — карбоксипептидаза Е

ЛПС — липополисахарид

МДМА — метилендиоксиметамфетамин

МКБ-11 — международная классификация болезней 11-й версии

мРНК — матричная рибонуклеиновая кислота

МСГ — меланоцитостимулирующий гормон

ОКМ — ось «мозг-кишечник»
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ОКР — обсессивно-компульсивное расстройство

ПААГ — полиакриламидный гель

ПАВ — психоактивное вещество

ПДПА — пептидил-дипептидаза А

ПНС — периферическая нервная система

ПОМК — проопиомеланокортин

ПТСР — посттравматическое стрессовое расстройство

цГМФ — циклический гуанозинмонофосфат

ЦНС — центральная нервная система

AcSDKP — N-ацетил-серил-аспартил-лизил-пролин

AMPAR — рецептор α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовой 

кислоты

BDV-синдром — синдром Блейкмора-Дурмаза-Василю

CART — кокаин-амфетамин-регулируемого транскрипт

CB1R, CB2R — рецепторы каннабиноидов 1 и 2 типов

CCK — холецистокинин

COVID-19 — коронавирусная инфекция 2019 года

CRHR1 — рецептор кортиколиберина 1 типа

DRD1, DRD2 — рецепторы дофамина 1 и 2 типов

FAD — флавинадениндинуклеотид

FDA — Управление по контролю качества пищевых продуктов и лекарствен-

ных средств

GAD — глутаматдекарбоксилаза

GBBR1, GBBR2 — 1 и 2 субъединицы ГАМКВ-рецепторов

GEMSA — гуанидиноэтилмеркаптоянтарная кислота

MAPK — митоген-активируемая протеинкиназа

mGluR2, mGluR3, mGluR8 — рецепторы глутамата 2, 3 и 8 типов

MRJP — главный белок маточного молочка

MRSA — метицилин-устойчивый золотистый стафилококк

NADA — N-арахидонил-дофамин
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NMDA — N-метил-D-аспартат 

NMDAR — рецепторы NMDA

nNO — нейрональный оксид азота

NPY — нейропептид Y

proSAAS — предшественник ингибитора конвертазы субтилизина/кексина 1 

типа

SDS — додецилсульфат натрия

SNP — однонуклеотидный полиморфизм

UDP — уридиндифосфат

VGLUT3 — везикулярный переносчик глутамата 3 типа

VNAB — вентральные норадреналиновые пучки


