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Резюме. Поиск новых соединений, обеспечивающих доставку лекарственных препаратов в инфи-
цированные или опухолевые клетки, является актуальной задачей биомедицинских исследований. 
К числу таких соединений относятся проникающие в клетки пептиды (Cell-Penetrating Peptides), 
которые легко транслоцируются через мембраны эукариотических клеток и могут служить перенос-
чиками разнообразных терапевтических агентов в клетки. Целью данной работы явилось изучение 
способности антимикробного пептида системы врожденного иммунитета – аципенсина 1 – прони-
кать в опухолевые клетки человека in vitro. Аципенсин 1 – катионный пептид, выделенный нами ра-
нее из лейкоцитов русского осетра Acipenser gueldenstaedtii. В рамках данного исследования впервые 
установлено, что аципенсин 1 может проникать в эукариотические клетки без их повреждения. Раз-
работана процедура получения рекомбинантного препарата аципенсина 1, проведена конъюгация 
пептида с флуоресцентным маркером BODIPY FL. С использованием конфокальной микроскопии 
показано, что меченый аципенсин 1 быстро транслоцируется в клетки эритромиелоидного лейкоза 
человека линии К-562 и детектируется во внутриклеточном пространстве уже чрез 5 мин после добав-
ления его в культуру клеток. С помощью проточной цитометрии изучена кинетика проникновения 
меченых пептидов (в нетоксических микромолярных концентрациях) в клетки К-562, получены дан-
ные о быстрой интернализации меченого пептида в исследуемые клетки, подтверждающие результа-
ты микроскопического анализа: несущий флуоресцентную метку пептид выявлялся в клетках К-562 
через 2-3 секунды после внесения препарата инкубационную среду, максимум флуоресценции до-
стигался на сроке около 45 секунд, с дальнейшим выходом «на плато» на сроках свыше 100 секунд по-
сле стимуляции клеток исследуемым соединением. Установленные факты подтверждают концепцию 
о том, что антимикробные пептиды врожденного иммунитета обладают свойствами проникающих 
в клетки пептидов, а также позволяют рассматривать исследуемый антимикробный пептид аципен-
син 1 как перспективное соединение, на основе которого могут быть разработаны новые лекарствен-
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Работа поддержана грантом ФЦП «Исследо-

вания и разработки по приоритетным направле-

ниям развития научно-технологического ком-

плекса России на 2014-2020 годы» (соглашение 

№ 14.604.21.0104). Уникальный идентификатор 

RFMEFI60414X0104.

Поиск путей доставки лекарственных со-

единений в клетки входит в число актуальных 

задач медицинской иммунологии, связанных 

с лечением инфекционных заболеваний, в част-

ности вызываемых микроорганизмами, имею-

щими внутриклеточную локализацию, а также 

с терапией опухолевых заболеваний. Одним 

из подходов для решения данной задачи явля-

ется использование соединений, способствую-

щих переносу лекарственных препаратов через 

мембраны клеток-мишеней. К числу таких со-

единений принадлежат проникающие в клетки 

пептиды (Cell Penetrating Peptides – CPP). СРР 

имеют различные происхождение и структуру. 

Для большинства СРР характерен высокий по-

ложительный заряд молекулы, а также наличие 

значительного количества гидрофобных ами-

нокислотных остатков. Многие CPP являются 

ные препараты с повышенной способностью проникать в клетки-мишени, участвующие в патоло-
гических процессах и, следовательно, с более высокой эффективностью терапевтического действия. 
Ключевые слова: проникающие в клетки пептиды, антимикробные пептиды, аципенсин 1
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Abstract. Search for new compounds providing delivery of drugs into infected or neoplastic cells, is an 
important direction of biomedical research. Cell-penetrating peptides are among those compounds, due to 
their ability to translocate through membranes of eukaryotic cells, serving as potential carriers of various 
therapeutic agents to the target cells. The aim of present work was to investigate the ability of acipensin 1, an 
antimicrobial peptide of innate immune system, for in vitro penetration into human tumor cells. Acipensin 
1 is a cationic peptide that we have previously isolated from leukocytes of the Russian sturgeon, Acipenser 
gueldenstaedtii. Capability of acipensin 1 to enter the human erytroleukemia K-562 cells has been investigated 
for the first time. A biotechnological procedure for producing a recombinant acipensin 1 peptide has been 
developed. The obtained peptide was conjugated with a fluorescent probe BODIPY FL. By means of confocal 
microscopy, we have shown that the tagged acipensin 1 rapidly enters into K-562 cells and can be detected 
in the intracellular space within 5 min after its addition to the cell culture. Using flow cytometry technique, 
penetration kinetics of the labeled peptide into K-562 cells (at nontoxic micromolar concentrations) has 
been studied. We have observed a rapid internalization of the peptide to the target cells, thus confirming the 
results of microscopic analysis, i.e, the labeled acipensin was detectable in K-562 cells as soon as wihin 2-3 
seconds after its addition to the incubation medium. The maximum of fluorescence was reached within a 
period of approx. 45 seconds, with further “plateau” at the terms of >100 seconds following cell stimulation 
with the test compound. These data support the concept, that the antimicrobial peptides of innate immunity 
system possess the features of cell-penetrating peptides, and allow us to consider the studied sturgeon peptide 
a promising template for development of new drugs with increased ability to enter the cells implicated into 
pathological processes, and, therefore, higher therapeutic efficiency.

Keywords: cell-penetrating peptides, antimicrobial peptides, acipensin 1
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фрагментами белков вирусов, растений, живот-
ных. Примерами подобных пептидов являются: 
ТАТ, представляющий собой фрагмент капсид-
ного белка вируса иммунодефицита человека, 
пептид VP22 – фрагмент белка вируса просто-
го герпеса, пенетратин или pANTP – фрагмент 
белка, участвующего в регуляции процессов 
развития дрозофилы, и другие пептиды [2, 6]. 
На основе природных структур разработаны 
и синтезированы химерные молекулы, облада-
ющие способностью транслоцироваться через 
мембрану клеток млекопитающих, а также пере-
носить в клетки разнообразные лекарственные 
препараты, имеющие внутриклеточные мише-
ни: siRNA, антисмысловые олигонуклеотиды, 
плазмиды, наночастицы различной природы, 
липосомы, разнообразные противоопухоле-
вые или противоинфекционные лекарственные 
агенты [3, 4, 9]. Однако известно, что многие 
СРР обладают и побочными эффектами, в част-
ности могут нарушать функционирование мем-
бранных белков нормальных клеток организма, 
вызывать аллергические реакции [6, 8] и т.д. Не-
которые пептиды подвергаются быстрой дегра-
дации в биологических жидкостях [6]. Поэтому 
поиск новых эффективных СРР с оптимальны-
ми для практического применения свойствами 
в настоящее время является актуальной задачей 
биомедицинских исследований, 

Целью данной работы явилось изучение 
способности недавно открытого нами анти-
микробного пептида системы врожденного им-
мунитета – аципенсина 1 – проникать в эукари-
отические клетки. Аципенсин 1 (Ас1) – пептид, 
выделенный из лейкоцитов русского осетра 
Acipenser gueldenstaedtii, является производным 
гистона Н2А, имеет молекулярную массу 5336 
kDa, включает 51 аминокислотный остаток, в том 
числе 13 положительно заряженных остатков ар-
гинина и лизина (при отсутствии отрицательно 
заряженных), а также 10 остатков гидрофобных 
аминокислот (валина, лейцина, тирозина, фени-
лаланина) [7]. Подобные признаки характерны 
для многих СРР, что позволило предположить, 
что аципенсин обладает и сходными функцио-
нальными свойствами. В пользу этого предполо-
жения свидетельствовали и данные по наличию 
свойств СРР у ряда антимикробных пептидов 
врожденного иммунитета позвоночных, в част-
ности буфорина [10]. В задачи нашей работы вхо-
дило получение рекомбинантного Ас1, конъю-
гация его с флуорофором и исследование его 

способности интернализоваться в клетки челове-
ка в культуре. 

Получение рекомбинантного препарата аципен-
сина 1

Экспрессирующую плазмиду pET-His8-TrxL-
Acip1 получали путем лигирования BglII/XhoI-
фрагмента плазмиды pET-31b(+) (Novagen) 
со вставкой, кодирующей T7lac промотор, уча-
сток связывания рибосомы и гибридный белок 
His8-TrxL-Ac1. Последний состоял из восьми 
остатков гистидина, последовательности тиоре-
доксина (белка-носителя) и участка, соответству-
ющего целевому пептиду Ac1. Искусственный ген 
получали химическим синтезом набора олигону-
клеотидных фрагментов с последующей сборкой 
и амплификацией промежуточных и конечного 
продуктов при помощи полимеразной цепной 
реакции (ПЦР). Матрицей для амплификации 
последовательности тиоредоксина служила плаз-
мида pET-32a(+) (Novagen). Методом направ-
ленного мутагенеза при помощи ПЦР на стадии 
сборки была осуществлена замена кодона, коди-
рующего Met37 (ATG) в составе тиоредоксина, 
на лейциновый кодон (CTG).

Экспрессию гена гибридного белка прово-
дили в клетках E. coli BL21 (DE3), трансфор-
мированных плазмидой pET-His8-TrxL-Ac1. 
Трансформанты выращивали в жидкой пита-
тельной среде LB с добавлением 20 мМ глюкозы 
и 100 мкМ ампициллина до плотности культу-
ры OD600 ~ 0,7, после чего индуцировали экс-
прессию добавлением 0,2 мМ изопропилтио-
β-D-галактопиранозида (IPTG) и продолжали 
инкубацию при температуре 30 °С в течение 
4 ч. Далее клеточную массу осаждали центри-
фугированием и проводили ресуспендирование 
и ультразвуковой лизис клеток в фосфатном бу-
фере (pH 7,8), содержащем 6 М гидрохлорид гу-
анидина. Гибридный белок очищали на колонке 
с Ni-сефарозой (Amersham) в системе буферов, 
содержащих 6 М гидрохлорид гуанидина, обес-
соливали с помощью диализа и подвергали лио-
филизации. Навеску гибридного белка раство-
ряли в трифторуксусной кислоте и расщепляли 
бромцианом в течение 12 ч. Реакцию останавли-
вали добавлением избытка воды и упариванием 
на вакуумной центрифуге. Белок-носитель уда-
ляли путем повторной металлохелатной хрома-
тографии. В качестве финальной стадии очистки 
использовали метод обращенно-фазовой вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ОФ ВЭЖХ) на колонке ReproSil-Pur C18-AQ 
(Германия) в линейном градиенте ацетонитри-
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ла от 5 до 80% в присутствии 0,1% трифторук-
сусной кислоты. Гомогенность полученных об-
разцов и содержание в них целевых пептидов 
подтверждали с помощью электрофореза в по-
лиакриламидном геле и масс-спектрометрии 
МАЛДИ.

Конъюгация аципенсина 1 с флуоресцентным 
зондом BODIPY FL (SE)

К 500 мг Ас-1 добавляли 500 мкг флуорофо-
ра BODIPY FL SE (N-гидроксисукцинимидный 
эфир 4,4-дифтор-5,7-диметил-4-бора-3а,4а-
диаза-s-индацен-3-пропионовой кислоты (воз-
бужд. 503 нм, испуск. 512 нм) фирмы Invitrogen, 
США) в 0,15 М натрий-карбонатном буфере, 
pH = 8,3. Конъюгацию проводили в течение 24 
ч при +25 °С на роторной мешалке при низкой 
скорости вращения (35 об/мин). Реакцию оста-
навливали, добавляя трифторуксусную кислоту 
до конечной концентрации 0,1%. Далее произво-
дили очистку меченого продукта (Ac1-BOBIPY) 
от несвязавшегося пептида и других нежелатель-
ных продуктов реакции с помощью ОФ ВЭЖХ 
на колонке Vydac-C18 (США) в линейном гра-
диенте ацетонитрила от 10 до 60% в присутствии 
0,1% трифторуксусной кислоты. Белковый со-
став полученных фракций анализировали с по-
мощью аналитического электрофореза в поли-
акриламидном геле. Концентрацию пептидов, 
конъюгированных с BODIPY FL, определяли 
спектро фотометрически согласно рекомендаци-
ям производителя флуорофора. 

Клеточные культуры
В работе использовали клетки эритромиело-

идного лейкоза человека линии К-562, постав-
ляемые фирмой Биолот (Россия). Клетки куль-
тивировали в среде RPMI 1640, дополненной 
глутамином, гентамицином и 10% эмбриональ-
ной телячьей сывороткой (Биолот, Россия), при 
37 °С в атмосфере 5% СО2. 

Методы исследования проникновения аципен-
сина 1 через мембраны опухолевых клеток 

Конфокальная микроскопия
Связывание и интернализацию меченого 

аципенсина 1 (Ас1-BODIPY) в клетки-мишени 
(К562) выявляли при помощи инвертирован-
ного конфокального лазерного сканирующего 
микроскопа «LSM 510 Meta» (Zeiss, Германия), 
с иммерсионным объективом PlanApochromat 
63β/1.4 Oil. Клеточные суспензии переносили 
в пластиковые пробирки по 80 000 клеток на про-

бу в объеме 50 мкл. Затем к этим суспензиям 
добавляли Ac1-BODIPY до конечной концен-
трации 25 мкМ. Инкубировали при температуре 
37 °С в течение 5, 15 или 40 минут, затем клетки 
осаждали центрифугированием, отмывали от из-
бытка несвязавшегося пептида и препараты (без 
фиксации) немедленно использовали для микро-
скопического анализа распределения меченого 
пептида в клетках-мишенях. 

Для возбуждения флуоресценции BODIPY 
FL использовали лазер с длиной волны 488 нм, 
для детекции – фильтр более 505 нм. В проходя-
щем свете изображения получали с использова-
нием метода дифференциально-интерференци-
онного контраста (DIC). Изображения сохраняли 
в базе данных LSM с последующим конвертиро-
ванием в JPEG-формат.

Проточная цитометрия
Интернализацию меченого пептида в клет-

ки-мишени (клетки линии К562) количе-
ственно оценивали с помощью проточной 
цитофлуориметрии по увеличению величины 
сигнала зелёной флуоресценции (BODIPY FL, 
Ex/Em 503/512) на проточных цитофлуориме-
трах Navios™ и CytoFlex™ (Beckman Coulter, 
США). Суспензии клеток К-562 переноси-
ли в пластиковые пробирки по 200 000 клеток 
на пробирку в объеме 100 мкл. Затем к клеточ-
ным суспензиям добавляли несущий флуорес-
центную метку Ас1 до конечной концентрации 
25 мкМ. Пробирки помещали в термостат и ин-
кубировали в течение 0, 15, 30, 60 минут при 
37 °С, после чего клетки осаждали центрифуги-
рованием (300 g 7 минут), отмывали от избытка 
несвязавшегося пептида (учитывая время, по-
траченное на центрифугирование и подготов-
ку пробы, наименьшую длительность инкуба-
ции при анализе данных принимали за 5 мин). 
К осадку клеток добавляли по 300 мкл фосфат-
но-солевого буфера и за 3 мин до исследования 
вносили раствор трипанового синего до конеч-
ной концентрации 40 мкг/мл. Трипановый си-
ний служил в качестве «гасителя» флуоресцен-
ции BODIPY FL [12], который, не проникая 
внутрь живых клеток, элиминировал сигнал 
от конъюгатов пептида и BODIPY, находящихся 
на поверхности клеток-мишеней. Далее прово-
дили цитофлуориметрический анализ на прибо-
ре Navios™ (Beckman Coulter, США). Для каж-
дого из образцов анализировали не менее 20 000 
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одиночных клеток. Чтобы отличить отдельные 
клетки от агрегатов и в последующем дискри-
минировать агрегаты из анализа, использова-
ли следующие сочетания сигналов по прямому 
(величина, пропорциональная размеру клеток) 
и боковому (величина, характеризующая струк-
туру клеток) светорассеянию: интенсивность 
пикового против интенсивности интегрально-
го сигналов по FS или SS, а также время полета 
против интенсивности интегрального сигналов 
FS или SS. Для анализа интернализации Ас1-
BODIPY в клетки К-562 в режиме реального 
времени проводили измерения на проточном 
цитофлуориметре CytoFlex™ (Beckman Coulter, 
США). Внесение Ас1-BODIPY (до конечной 
концентрации 25 мкМ) в суспензию клеток осу-
ществляли на 40 секунде после начала анализа 
образца на приборе. Статистическую обработку 
данных проводили в программе Excel. Результа-
ты представлены как среднее и ошибки средне-
го показателей интенсивности флуоресценции 
по данным 3-х измерений.

Результаты и обсуждение
С использованием конфокальной микроско-

пии показано, что несущий флуоресцентную мет-
ку аципенсин (Ac1-BODIPY) быстро проникает 
через мембраны клеток-мишеней. Пептид детек-
тировался внутри клеток К-562 уже после 5 мин 
инкубации (рис. 1А). 

Через 15 и 40 мин меченый Ас1 продолжал на-
капливаться в клетках (рис. 1 Б, В). При исполь-
зовании пептида в исследуемой концентрации 
существенных признаков повреждения клеток 
не наблюдалось.

Таким образом, установлено, что аципенсин 1, 
конъюгированный с флуорофором BODIPY FL, 
проникает в клетки и выявляется во внутрикле-
точном пространстве уже через 5 мин. Пептид 
детектируется преимущественно в цитоплазме 
клеток. Сходные результаты, свидетельствующие 
о быстром проникновении пептида, конъюгиро-
ванного с флуорофором, получены с помощью 
проточной цитофлуориметрии. 

Использование проточной цитофлуориметрии 
позволило количественно оценить эффектив-
ность интернализации пептидов в исследуемые 
клетки. Изучена кинетика проникновения мече-
ных пептидов (в нетоксических микромолярных 
концентрациях) в клетки К-562. Анализ полу-

Рисунок 1. Гистограммы, полученные при проведении 
проточной цитометрии образцов Ас1-BODIPY 
на приборе Navios™ после инкубации пептида 
с клетками в течение 5 мин (Г), 15 мин (Д), 40 мин 
(Е): по оси абсцисс – интенсивность флуоресценции 
меченого пептида, по оси ординат – количество 
клеток, обладающих определенной интенсивностью 
флуоресценции
Примечание. Рисунки А, Б, В см. на 3-й стр. обложки.
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Рисунок 2. Анализ динамики включения Ас1-BODIPY в клетки линии К-562 по результатам проточной 
цитофлуориметрии на приборе CytoFlexTM

Примечание. Гистограмма А – кинетика проникновения Ас1-BODIPY (25 мкМ) в клетки. По оси абсцисс – время, с (внесение Ас1-BODIPY 
осуществляли на 40 секунде после начала анализа образца), по оси ординат – интенсивность флуоресценции Ас1-BODIPY, проникшего 
через плазматическую мембрану клеток линии К-562, условные единицы (MFI).  
Гистограмма Б – результаты статистической обработки данных проточной цитометрии, полученных на интервале 30-90 секунд после 
начала эксперимента (внесение Ас1-BODIPY осуществляли на 40 секунде после начала анализа образца), результаты представлены 
в виде среднего и ошибки среднего для каждой из точек, n = 3. 

ченных результатов проводили с применением 
программного обеспечения Kaluza™ (Beckman 
Coulter, США). Результаты измерений пред-
ставлены на рисунке 1 (Г-Е) в виде гистограмм 
распределения клеток по интенсивности флу-
оресценции. Приведены типичные гистограм-
мы, полученные при анализе проб, содержащих 
клеточные суспензии, инкубировавшиеся с пеп-
тидом в течение различных временных интерва-
лов – в соответствии со сроками инкубации при 
микроскопических исследованиях (рис. 1А-В,  
см. 3-ю стр. обложки).

Таким образом, полученные данные под-
тверждают, что аципенсин 1, несущий флуорес-
центную метку, быстро проникает в клетки К-562 
и детектируется в них уже через 5 мин после его 
внесения в культуру клеток. Для более детального 
анализа эффективности проникновения аципен-
сина 1 через плазматическую мембрану клеток 
была проведена серия динамических экспери-
ментов, результаты одного из которых приведе-
ны на рисунке 2. Полученные данные указывают 
на то, что исследованный пептид, конъюгиро-
ванный с флуорофором, детектируется в соста-
ве клеток уже через 2-3 секунды после внесения 
препарата в среду для культивирования клеток. 
Максимум флуоресценции достигается на сро-
ке 46 секунд, после чего имеет место некоторое 

снижение флуоресценции клеток с дальнейшим 
выходом «на плато» на сроках свыше 100 секунд 
после стимуляции клеток исследуемой конструк-
цией.

Результаты исследования находятся в соот-
ветствии с описанными в литературе, хотя и не-
многочисленными данными по аналогичным 
свойствам других антимикробных пептидов 
врожденного иммунитета позвоночных: буфо-
рина 2 – пептида из кожи жабы, представляю-
щего собой, как и аципенсин, производное ги-
стона Н2А [5]; кателицидина человека LL-37, 
фрагментов бактенецина Bac7 быка [11], бак-
тенецина ChBac5 козы, протегрина 1 свиньи [1] 
и др., для которых подтверждена способность 
проникать в эукариотические клетки. Подоб-
ная активность впервые показана нами для пеп-
тида из лейкоцитов осетра. Одним из преиму-
ществ исследуемого соединения по сравнению 
с выше перечисленными пептидами является 
то, что в работе применялся рекомбинантный 
препарат пептида, полученный в результате 
разработанной авторами биотехнологической 
процедуры, позволяющей получать данное со-
единение в больших количествах, что является 
немаловажным в свете перспективы практи-
ческого применения этого вещества. Следую-
щим этапом проводимой работы будет создание 
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конъюгатов Ас1 с различными антимикробными 
или противоопухолевыми соединениями и из-
учение способности Ас1 содействовать переносу 
этих соединений в инфицированные или опухо-
левые клетки.

Заключение
Впервые установлено свойство антимикроб-

ного пептида лейкоцитов русского осетра – аци-
пенсина 1 – транслоцироваться в эукариотиче-
ские клетки. Полученные данные подтверждают 

концепцию о том, что антимикробные пептиды 
врожденного иммунитета обладают свойствами 
проникающих в клетки пептидов (CPP), а также 
позволяют рассматривать исследуемый пептид 
осетра как перспективное соединение, на основе 
которого могут быть разработаны новые лекар-
ственные препараты с повышенной способно-
стью проникать в клетки-мишени, участвующие 
в патологических процессах и, следовательно, 
с более высокой эффективностью терапевтиче-
ского действия.
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