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Поиск новых антибиотиков на протяжении 
многих лет остаётся одним из важнейших на-
правлений прикладных исследований в биологии 
и медицине. Наряду с проблемой распростране-
ния антибиотикорезистентности требует решения 
проблема угнетения нормальной микрофлоры ис-
пользуемыми в клинике антимикробными сред-
ствами. В качестве прототипов для создания пре-
паратов селективного действия в настоящее время 
рассматриваются бактериоцины — представите-
ли обширной группы соединений полипептидной 
природы, синтезируемых рибосомальным путём, 
секретируемых бактериями и проявляющих свою 
активность в низких концентрациях, преимуще-
ственно в отношении родственных продуценту 
видов [1].   

Авицин A был выделен ранее из супернатан-
та культуральной жидкости грамположительной 
бактерии Enterococcus avium [2]. Этот пептид яв-
ляется представителем класса IIa бактериоци-
нов, характерной особенностью которых являет-
ся отсутствие в структуре посттрансляционных 
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модификаций, за исключением одной или двух 
дисульфидных связей, а также наличие так назы-
ваемого “педиоцинового бокса” — аминокислот-
ной последовательности YGNG(V/L) в N-конце-
вой части молекулы [3]. Авицин A состоит из 43 
аминокислотных остатков, включая два остатка 
цистеина (TYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAISII
GNNSAANLATGGAAGWKS), имеет молекуляр-
ную массу 4290,7 Да, является слабокатионным 
(pIрасч ~ 9,2) и обладает выраженной антимикроб-
ной активностью в отношении грамположитель-
ных бактерий, в том числе патогенной для чело-
века Listeria monocytogenes. 

Целью настоящего исследования была разра-
ботка биотехнологического способа получения 
рекомбинантного авицина A, характеристика его 
структуры и биологической активности.

Рекомбинантный авицин A получали путём 
экспрессии в E. coli под контролем промотора 
бактериофага T7 по методике, сходной с опи-
санной ранее [4]. Экспрессирующая плазмида 
pET-His8-TrxL-AvcA была создана путём лигиро-
вания фрагмента длиной 5253 п.н., полученного 
расщеплением плазмиды pET-31b(+) (“Novagen, 
Merck KGaA”, Германия) рестриктазами BglII 
и XhoI, с ПЦР-амплифицированной вставкой, 
содержащей промотор бактериофага Т7, lac-о-
ператор, сайт связывания рибосомы и участок, 
кодирующий гибридный белок. Последний со-
держал N-концевую октагистидиновую после-
довательность, белок-носитель тиоредоксин A 
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с мутацией M37L, остаток метионина и после-
довательность зрелого авицина A (GenBank: 
ACZ36002.1). Клетки E. coli BL21 Star (DE3), 
трансформированные плазмидой pET-His8-TrxL-
AvcA, выращивали при температуре 30°C на сре-
де LB, содержащей 50 мкг/мл ампициллина и 
20 мМ глюкозы, до ОП600 ~0,7. Индукцию синте-
за авицина A проводили изопропилтио-β-D-га-
лактозидом в конечной концентрации 0,2 мМ, 
после чего клетки инкубировали при перемеши-
вании в течение 4–5 ч при той же температуре.

Известно, что удовлетворительные выходы 
пептидов при экспрессии в E. coli достигаются 
в большинстве случаев лишь при включении их 
аминокислотной последовательности в состав 
гибридных конструкций, содержащих белок-но-
ситель, нейтрализующий токсичность пептида 
и (или) защищающий его от действия протеиназ 
продуцента. Анализ фракций клеточного лиза-
та с помощью SDS-электрофореза показал, что, 
несмотря на высокую растворимость природно-
го тиоредоксина, бóльшая часть (около 90%) по-
лученного гибридного белка накапливалась в со-
ставе нерастворимой фракции клеточного белка. 
Отсутствие остатков метионина в аминокислот-
ной последовательности авицина A позволило 
использовать реакцию расщепления бромцианом 
в кислой среде для получения целевого пептида. 
Примесь белка-носителя и остатки нерасщеплён-
ного гибридного белка после реакции удаляли 
с помощью повторной металлохелатной хрома-
тографии. Финальную очистку рекомбинантного 
пептида осуществляли методом обращённо-фазо-
вой ВЭЖХ. Гомогенность полученных препаратов 

и идентичность рекомбинантного авицина A при-
родному пептиду были подтверждены методами 
времяпролётной масс-спектрометрии МАЛДИ 
и автоматического N-концевого микросеквени-
рования по Эдману. Выход целевого пептида со-
ставил не менее 5 мг/л культуры.

Аминокислотная последовательность природ-
ного авицина A содержит два остатка цистеина, 
которые у педиоцин-подобных бактериоцинов 
образуют внутримолекулярную дисульфидную 
связь, стабилизирующую β-складчатую струк-
туру в N-концевой части молекулы [5–7]. О на-
личии дисульфидной связи в рекомбинантном 
авицине A говорит отсутствие изменения моле-
кулярной массы пептида, обработанного алки-
лирующим реагентом йодацетамидом. Согласно 
данным КД-спектроскопии, в водном растворе 
авицин А преимущественно не структурирован, 
однако помещение его в мицеллярные растворы 
детергентов – додецилсульфат натрия (SDS) и до-
децилфосфохолин (DPC) — приводит к значи-
тельному изменению КД-спектра, свидетельству-
ющему о появлении в структуре пептида α-спи-
ральных участков (рис. 1).
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Рис. 1. КД-спектры авицина A (0,3 мМ) в водном 
растворе и мицеллярных детергентах (30 мМ). Из-
мерение проводили при комнатной температу-
ре с помощью спектрополяриметра J-810 (“JASCO 
Corp.”, япония) в кювете с длиной оптического пути 
0,01 см.

Таблица 1. Чувствительность тест-микроорганиз-
мов к рекомбинантному авицину A

Тест-микроорганизмы Чувстви-
тельность

Грамположительные бактерии
Bacillus cereus 10702 –
Bacillus megaterium VKM B-392 +
Bacillus subtilis VKM B-886 +
Enterococcus faecalis  ++
Listeria monocytogenes EGD +++
Micrococcus luteus А270 –
Micrococcus luteus VKM Ac-2229 +
Mycobacterium phlei VKM Ac-1291 +
Rhodococcus sp. +
Staphylococcus aureus SG 511 –
Staphylococcus aureus 710А –
Staphylococcus aureus ATCC 25923 –
Staphylococcus aureus 209р +

Грамотрицательные бактерии
Escherichia coli ATCC 25932 ++
Escherichia coli С600 +
Escherichia coli M15 –
Escherichia coli ML-35p –
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 –

Примечание. “–” — пептид не активен в концентра-
ции ≥ 233 мкМ; “+” — пептид активен в концентра-
ции ≥ 23,3 мкМ; “++” — в концентрации ≥ 14,6 мкМ; 
“+++” — в концентрации < 1,46 мкМ. 
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Антимикробная активность рекомбинантно-
го авицина A в отношении грамположительных 
и грамотрицательных бактерий была исследо-
вана методом радиальной диффузии в агароз-
ном геле (табл. 1). Наиболее высокую актив-
ность рекомбинантный авицин A проявил в от-
ношении грамположительных бактерий Listeria 
monocytogenes и Enterococcus faecalis — типичных 
мишеней для бактериоцинов данного класса. 
Вместе с тем неожиданно высокой оказалась 
активность пептида в отношении грамотрица-
тельной E. coli ATCC 25932. Определённая мето-
дом серийных разведений в жидкой питательной 
среде минимальная ингибирующая концентра-
ция (МИК) авицина A в отношении штамма L. 
monocytogenes EGD, наиболее чувствительного 
к действию пептида, составила 3,3 нМ. Можно 
предположить, что по аналогии с исследован-
ными ранее представителями бактериоцинов 
класса IIa авицин A в микромолярных концен-
трациях встраивается в липидный бислой мем-
бран клеток-мишеней за счёт неспецифических 
электростатических и гидрофобных взаимодей-
ствий, при этом он приобретает упорядочен-
ную конформацию и формирует поры, вызывая 
тем самым диссипацию электрохимических по-
тенциалов и гибель клеток [8]. В наномолярных 
концентрациях пептид действует на ограничен-
ный круг микроорганизмов, экспрессирующих 
специфическую молекулярную мишень. В роли 
последней может выступать мембранный транс-
портный комплекс маннозо-фосфотрансфераза 
(Man-PTS), как было показано ранее для ряда 
родственных пептидов [9].

Источник финансирования. Исследование вы-
полнено за счёт гранта Российского научного 
фонда 19—14—00326.
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Avicin A is a bacteriocin from the gram-positive bacterium Enterococcus avium. It exhibits a high microbicidal 
activity against bacteria of the genus Listeria, a causative agent of the severe human infection listeriosis. We 
developed a biotechnological method for obtaining avicin A and characterized its structure and biological 
activity. We also proposed a possible mechanism of the antimicrobial action of avicin A.
Keywords: antimicrobial peptides, bacteriocins, pediocin-like peptides, listeriosis.


