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Защитные пептиды являются неотъемлемы-
ми компонентами врождённого конститутивного 
иммунитета растений к разнообразным стрессам.1 
При этом представители некоторых семейств та-
ких пептидов (дефензины, тионины, липидпере-
носящие белки) также синтезируются в ответ на 
действие на растение индукторов [1]. Харпинопо-
добные пептиды растений —  относительно новое, 
недавно открытое семейство защитных пептидов 
растений, включающее в настоящее время более 
двух десятков выделенных и охарактеризованных 
молекул. Пространственная структура этих пепти-
дов стабилизирована двумя дисульфидными связя-
ми и включает два параллельных или антипарал-
лельных альфа-спиральных домена, соединённых 
бета-поворотом, и подвижные N- и С-концевые 
участки [2, 3]. Для большинства таких пептидов 
установлено, что они синтезируются в виде едино-
го белка-предшественника с так называемой мо-
дульной структурой с последующим процессингом 
(гидролизом) на этапе посттрансляционного “со-
зревания” [4, 5]. У этих пептидов обнаружена до-
статочно разнообразная биологическая активность: 
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антимикробная (антифунгальная и антибактери-
альная [4–7]), рибосоминактивирующая, ДНК-свя-
зывающая [8], а также способность ингибировать 
активность трипсина и трипсиноподобных про-
теиназ [2, 9].

В серии предыдущих исследований [3, 7, 10] 
мы выделили и описали три харпиноподобных 
пептида группы EcAMP (EcAMP1-3) семян ежов-
ника (E. crusgalli L.), обладающих разным коли-
чественным уровнем и спектром антимикробной 
активности. В настоящем сообщении представ-
лены результаты экспериментов, продолжающих 
эти исследования.

Мы идентифицировали новый харпиноподоб-
ный пептид, названный EcAMP4, для которого 
методом автоматической деградации по Эдману 
определили его полую аминокислотная последо-
вательность, насчитывающую 38 а.о. (1SRGGRCER
KCRRHSDWQTRQRCLQQCEQRERQEEGGRD38). 
Мы также обнаружили укороченную форму этого 
пептида —  EcAMP4.1, отличающуюся отсутствием 
семи C-концевых остатков, аналогично тому, что 
было ранее показано для его гомолога —  альфа-хар-
пинина EcAMP2 (форма EcAMP2.1, [7]). Выравни-
вание первичной структуры этого полипептида 
относительно уже известных молекул из ежовника 
показало достаточно низкую степень их сходства 
(рис. 1), что предполагало наличие принципиаль-
ных различий между ними по уровню биологиче-
ской активности, прежде всего антимикробной. 
Ранее для всех выделенных пептидов EcAMP1-3 
мы показали [10] наличие единого белка-предше-
ственника, обладающего модульной структурой, из 
которого в результате посттрансляционного про-
цессинга за счёт сайт-специфического протеолиза 
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образуются зрелые пептиды, что также свойствен-
но для их гомологов из культурных злаков [11]. 
При анализе последовательности аминокислот 
белка-предшественника EcAMP ежовника мы об-
наружили 7 мотивов, удовлетворяющих структу-
ре харпиноподобных пептидов по расположению 
цистеинов и суммарному положительному заря-
ду [10]. Интересно, что один из предсказанных 
мотивов (C4) мы смогли идентифицировать как 
пептид EcAMP4. Таким образом, из 7 предсказан-
ных пептидов из одного предшественника в насто-
ящее время уже обнаружено 4.

В дальнейшем мы провели сравнительные 
исследования функций всех четырёх полнораз-
мерных форм антимикробных пептидов группы 
EcAMP и их двух укороченных форм (EcAMP2.1 
и EcAMP4.1), оценив их антигрибковую актив-
ность в отношении ряда модельных фитопатогенов 
(грибов и оомицетов) и способность этих молекул 
к ингибированию бычьего трипсина и химотрип-
сина (“Sigma–Aldrich”, СШа), а также неспеци-
фической сериновой протеазы, секретируемой 
оомицетом Phytophthora infestans [12] (табл. 1). Все 
исследуемые пептиды ежовника группы EcAMP 
обладали разным уровнем противогрибковой 
активности (по показателю ИК50), что предпо-
лагает наличие прямой структурно-функцио-
нальной взаимосвязи между пространственной 
локализацией определённых а. о. У нового гомо-
лога EcAMP4 мы также обнаружили способность 
к подавлению роста тестируемых грибов по типу 
фунгистатического действия. Характерно, что для 

его укороченной формы EcAMP4.1 c отсутству-
ющей частью C-концевого фрагмента, в отличие 
от таковой у EcAMP2.1, мы зарегистрировали 
значительное снижение количественного уров-
ня антигрибковой активности, что, скорее всего, 
обусловлено снижением суммарного положитель-
ного заряда пептида на две единицы. Ранее [13] 
было показано, что локальные аминокислотные 
замены в предположительно функциональном 
(петлевом) участке структуры альфа-харпининов 
способны ключевым образом влиять на наличие 
определённых биологических свойств, например 
способности к блокировке работы калиевых ка-
налов. Кроме того, нарушение пространственной 
организации (в том числе за счёт формирования 
элементов вторичной структуры) приводит к су-
щественному снижению (вплоть до полной утра-
ты) способности пептидов этого семейства к реа-
лизации ингибирующего эффекта по отношению 
к эукариотическим микроорганизмам [5, 8].

Несмотря на наличие среди гомологов аль-
фа-харпининов растений отдельных пептидов, 
проявляющих свойства ингибиторов сериновых 
протеиназ (трипсина и трипсиноподобных форм), 
у представителей группы EcAMP мы обнару-
жили отсутствие этой способности, за исклю-
чением слабого действия EcAMP4 на трипсин 
и химотрипсин (данные не представлены). Уко-
роченный вариант EcAMP4.1 полностью утратил 
эти свойства, что даёт возможность предполо-
жить, что за этот тип активности ответственен 
не только петлевой участок молекулы, непосред-

Рис. 1. Сравнение аминокислотных последовательностей альфа-харпининов группы EcAMP семян ежовника 
(E. crusgalli). Идентичные остатки цистеина отмечены белым шрифтом на чёрном фоне, идентичные аминоки-
слотные остатки и консервативные замены обозначены серым фоном.

Таблица 1. антифунгальная активность харпиноподобных пептидов EcAMP ежовника против ряда 
фитопатогенных грибов и оомицетов in vitro (ИК50, мкМ)

Патоген Пептид
EcAMP1 EcAMP2 EcAMP2.1 EcAMP3 EcAMP4 EcAMP4.1

F. graminearum 4,5 ± 0,4 48,0 ± 4,2 50,4 ± 5,6 5,5 ± 0,3 6,9 ± 0,6 12,3 ± 1,3
F. oxysporum 8,5 ± 0,9 36,2 ± 0,3 38,1 ± 3,4 9,6 ± 0,95 7,7 ± 0,8 14,0 ± 1,2

B. sorokiniana 18,2 ± 1,7 н. д. н. д. 15,0 ± 1,6 н. д. н. д.
P. infestans 16,3 ± 1,5 24,0 ± 2,6 24,0 ± 2,2 12,4 ± 1,1 9,9 ± 1,1 18,1 ± 1,9

M ± m, n = 3, н. д. – нет данных.
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ственно взаимодействующий с активным центом  
ферментов [9].

Таким образом, мы обнаружили и охаракте-
ризовали новый пептид семейства альфа-харпи-
нинов и обобщили полученные ранее результаты 
по структурно-функциональному анализу хар-
пиноподобных пептидов группы EcAMP из се-
мян ежовника (E. crusgalli) с точки зрения их уча-
стия во врождённом иммунитете к биотическим 
стрессовым факторам окружающей среды (бо-
лезням и насекомым-вредителям). Данное семей-
ство насчитывает не менее четырёх катионных 
пептидов (EcAMP1–EcAMP4), кодируемых единым 
белком-предшественником модульной структу-
ры и имеющих относительно невысокую степень 
сходства по аминокислотной последовательности. 
Изученные пептиды проявляли антимикробные 
свойства по отношению к группе фитопатогенных 
мицеллиальных грибов и оомицетов в микромо-
лярном диапазоне действующих концентраций. 
При этом эффект ингибирования был обусловлен 
исключительно цитостатическим действием. Кро-
ме того, мы изучили их способность к ингибиро-
ванию ферментов группы сериновых протеиназ 
(трипсина и химотрипсина). Эти опыты показали, 
что исследуемые пептиды были неактивны или 
проявляли слабое ингибирующее действие. Для 
двух из четырёх идентифицированных харпинопо-
добных пептидов мы выявили формы, содержащие 
укороченный (на 5 и 7 а. о. соответственно) C-кон-
цевой фрагмент, что может являться следствием их 
ограниченного протеолиза карбоксипептидазами 
самого растения.

Проведённое аналитическое исследование по-
зволяет сформировать новый взгляд на комплекс-
ную роль альфа-харпининов семян ежовника 

в конститутивном иммунитете растения к биоти-
ческим стрессам.

Источник финансирования. Работа выполнена 
при поддержке гранта Российского научного фон-
да 14–50–00131.
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The results of structural and functional analyses of harpin-like peptides from the EcAMP group isolated from 
the barnyard grass (E. crusgalli) seeds are summarized from the viewpoint of their participation in plant in-
nate immunity to environmental biotic stress factors.
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