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Проведена оценка способности образования противогрибкового антибиотика эмерициллипсина А
у штамма гриба Emericellopsis alkalina E101 в различных биотехнологических системах при нейтраль-
ных и щелочных рН. Установлено, что новый апробированный мембранно-жидкостной способ
культивирования при рН 10 увеличивал выход основного компонента эмерициллипсина А в 1.7 ра-
за. Показано, что новый способ культивирования штамма E. alkalina E101 также способствовал син-
тезу различных изоформ основного компонента эмерициллипсина А.
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В последние годы антимикробные пептиды
(АМП) привлекают внимание исследователей
как новые терапевтические агенты, имеющие ряд
преимуществ: высокую селективность, низкую
иммуногенность, хорошую возможность проник-
новения в клетку-мишень, и меньший риск разви-
тия устойчивости за счет действия на клеточную
стенку или мембрану. За последние два десятиле-
тия общее число АМП, одобренных на основных
фармацевтических рынках, увеличилось в два раза
[1]. К основным недостаткам АМП, которые пре-
пятствуют их применению, можно отнести цито-
токсичность. В тоже время природные пептиды
используют как для разработки лекарственных
препаратов, так и в качестве модели для создания
синтетических структурных аналогов на их осно-
ве [2]. На сегодняшний день АМП признаны
многообещающим альтернативным классом но-
вых соединений для борьбы с антибиотикорези-
стентностью [3, 4]. Увеличение выхода природного
соединения возможно за счет расширения скри-
нинга, усовершенствования методов экстракции,
использования химического синтеза, а также за
счет синтеза в клетках прокариот. Эти стратегии
открывают возможность получения искусствен-
ных структурных аналогов, которые могут пре-

взойти по своим фармакодинамическим или фар-
макокинетическим свойствам оригинальное при-
родное соединение [5].

Открытие пептаиболов у микроскопических
грибов, обитающих в холодных и засоленных
почвах, в морских глубинах, а также в других экс-
тремальных местообитаниях, расширяет возмож-
ности поиска новых антибиотиков, которые мо-
гут служить прототипами новых лекарственных
средств. Известно, что эта группа нерибосомальных
пептидов синтезируется исключительно микро-
скопическими грибами. Как правило, продуцент
синтезирует комплекс из нескольких пептаибо-
лов, которые представляют собой гомологичные
по структуре соединения, различающиеся распо-
ложением в пептидной цепи на одну или несколь-
ко аминокислот, что обуславливает также разли-
чия в их биологической активности. Из культур
различных штаммов гриба Emericellopsis salmo-
synnemata было выделено до 11 изоформ зервами-
цинов, среди которых преобладающими являлись
зервамицин IIA (ZrvIIA) и зервамицин IIB (Zrv-IIB)
[6]. Zrv-IIA и Zrv-IIB по своей структуре отлича-
ются друг от друга только одним аминокислот-
ным остатком в четвертом положении. Несмотря
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на большую гомологию в структурах, для этих
изоформ показаны различия в цитотоксичности,
нейротоксичности и антибактериальной актив-
ности [7]. Альбупептины B и D – пептаиболы, ко-
торые содержат оба стереоизомера изовалина
(Iva) – D- и L- конфигурации. Они активны в от-
ношении Bacillus cinerea, причем эффект ингиби-
рования зависит от структуры и количества при-
сутствующих остатков Iva (IC50: один остаток Iva =
= 49.6 мкг/мл; два остатка Iva = 38.9 мкг/мл; три
остатка Iva = 35.2 мкг/мл; четыре остатка Iva =
= 24.5 мкг/мл). Альбупептин A также неактивен в
отношении Phytophthora infestans (IC50, >100 мкг/мл),
а соединение D активно (IC50, четыре остатка Iva =
= 16.3 мкг/мл) [8]. Из штаммов гриба Emericellopsis
alkalina нами ранее был выделен комплекс пеп-
таиболов с выраженной противогрибковой ак-
тивностью, представляющий собой 5 изоформ
пептидов с единичной заменой аминокислоты –
эмерициллипсины A-E. Доминирующий компо-
нент комплекса – пептид эмерициллипсин А
(EmiA) обладал значительной противогрибковой
активностью в отношении клинических изолятов
патогенных грибов с множественной лекарствен-
ной устойчивостью. Ингибирующая активность
EmiA и его дегидроформы против азолустойчи-
вых патогенных изолятов Aspergillus spp., Candida
spp. проявляется на уровне амфотерицина B – 1
мкг/мл, а для клинических патогенных изолятов
Cryptococcus spp. превосходит препарат сравнения
в 2–4 раза. В то же время активность изоформ В и
С значительно ниже, а формы D и E оказались не-
активны в отношении патогенных изолятов As-
pergillus spp., Candida spp. [9, 10]. Ранее было пока-
зано, что при культивировании количество син-
тезируемых изоформ и выход EmiA различался у
разных штаммов.

Структурное многообразие синтезируемых
пептаиболов может варьировать также у одного и
того же штамма-продуцента в зависимости от
способов культивирования, добавления предше-
ственников и других физико-химических факто-
ров. Недавно X. Нао с соавт. [11] из штамма Acre-
monium sp. IMB18-0, культивируемого в присутствии
биомассы бактерий, выделили новые изоформы ак-
ремопептаиболов, отличающиеся от уже описан-
ных в литературе антимикробной активностью и
отсутствием в молекуле высококонсервативных
остатков треонина и гидроксипролина. Эти изо-
формы проявляли выраженную антимикробную
активность в отношении метициллинрезистент-
ного Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis и Candida
albicans. Штамм Trichoderma longibrachiatum Rifai
DMG-3-1-1 синтезирует 23 пептаибола. Структу-
ры 13 новых пептаиболов были определены с по-
мощью ЯМР и MALDI-MS/MS. Тщательное
сравнение структур 1–23 показало, что в структурах
варьируют только семь остатков: 2 (Gln2/Asn2),
3 (Ile3/Val3), 4 (Ile4/Val4), 6 (Pro6/Hyp6),
8 (Leu8/Val8 ), 10 (Pro10/Hyp10) и 11 (Leuol11/Ile-
ol11/Valol11). Пептаиболы 2, 5, 9, 11, 21 и 22 про-

являли умеренную антибактериальную актив-
ность в отношении Staphylococcus aureus MRSA
T144, а также более сильную цитотоксичность в
отношении клеток BV2 и MCF-7 по сравнению с
другими пептаиболами этого штамма. При этом
было показано, что аминокислотные остатки 2, 3
и 4 сильно влияют на цитотоксичность соедине-
ния [12]. Открытие новых уникальных структур
АМП и знание принципов зависимости активно-
сти от структуры дает информацию для создания
химическим синтезом новых соединений с боль-
шей противогрибковой активностью и меньшей
токсичностью для хозяина, чем у природных со-
единений [5].

Цель работы – сравнительный анализ много-
образия продуцируемых изоформ эмерициллип-
синов и оценка накопления основного компо-
нента эмерициллипсина А при культивировании
в различных биотехнологических системах и при
разных рН.

МЕТОДИКА

Для оценки накопления и разнообразия изо-
форм эмерициллипсинов был использован типо-
вой штамм мицелиального гриба Emericellopsis alka-
lina Е101 (BKM F-4108; CBS 127350) из коллекции
“Грибы экстремальных местообитаний” кафедры
микологии и альгологии биологического факуль-
тета МГУ имени М.В. Ломоносова (Россия).
Штамм был выделен из образца почвы с побере-
жья содового озера Танатар (Алтайский край,
Россия) [13]. В результате скрининга 64 штаммов
этого вида было выявлено [14], что штамм E. alka-
lina Е101, наряду с изученным ранее штаммом-
продуцентом E. alkalina А118 (ВКМП F-1428),
был наиболее продуктивным по выходу основно-
го компонента EmiА.

Штамм-продуцент E. alkalina Е101 выращива-
ли на специализированной жидкой щелочной
среде, подобранной ранее [15]. Для приготовле-
ния сред с различными рН использовали буферы:
цитратно-фосфатный для pH 7.0, фосфатно-цит-
ратный для pH 9.0 и карбонатно-бикарбонатный
для pH 10.0. Культивирование проводили в тече-
ние 7, 14 и 21 сут стационарным способом в кол-
бах Эрленмейера на 750 мл, глубинным способом
на шейкере-инкубаторе Innova 40R (“Eppendorf
New Brunswick”, США), а также в ферментере
мембранно-жидкостным способом на матрице из
бактериальной целлюлозы. Получали матрицы
бактериальной целлюлозы культивированием
штамма Gluconacetobacter hansenii GH-1/2008 в
стационарных условиях при температуре 27°С в
течение 14 сут на жидкой среде Н-5. Полученную
матрицу бактериальной целлюлозы отмывали от
клеток продуцента 0.1 н раствором NaOH и ди-
стиллированной водой, лиофильно высушивали
и стерилизовали. Стационарное мемранно-жид-
костное культивирование в щелочной среде осу-
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ществляли на матрице бактериальной целлюлозы
в качестве подложки.

Культуральную жидкость (КЖ) отделяли
фильтрацией через мембранные фильтры на во-
ронке Зейтца под вакуумом. Затем КЖ экстраги-
ровали этилацетатом или бутанолом в соотноше-
нии 5 : 1 3 раза. Полученные экстракты упаривали
в вакууме на роторном испарителе “Rotavapor-
RBüchi” (Швейцария) при 42°C досуха, остаток
растворяли в водном 50%-ном этаноле и получа-
ли спиртовые концентраты.

Оценку активности в отношении условно-па-
тогенных грибов проводили в КЖ до экстракции
и после, а также в экстрактах мицелия. Антимикроб-
ную активность определяли с помощью стерильных
бумажных дисков (“НИИ Пастера”, Россия), смо-
ченных в антибиотике и высушенных в стериль-
ных условиях. В качестве контроля использовали
стандартные диски с флуконазолом для грибов
(40 мкг, “НИИ Пастера”, Россия) и амоксицил-
лином/клавулоновой кислотой для бактерий
(20/10 мкг, “НИИ Пастера”, Россия). Для оценки
фунгицидной активности использовали тест-
штаммы: плесневый гриб Aspergillus niger INA
00760 и дрожжи Candida albicans АТСС 2091.

Антибактериальную активность оценивали по
отношению к грамотрицательной бактерии Esch-
erichia coli ATCC 25922 и грамположительной бак-
терии Bacillus subtilis АТСС 6633. Тест-культуру
B. subtilis АТСС 6633 выращивали на среде Гаузе
№ 2 следующего состава (г/л): триптон – 2.5 (или
бульон Хоттингера – 30 мл), пептон – 5, хлорид
натрия – 5, глюкоза – 10; E. coli ATCC 25922 на
среде LB (триптон-соевый агар). Культуры грибов
A. niger INA 00760 и C. albicans АТСС 2091 выращива-
ли на среде Чапека. Предварительно культуры выра-
щивали в пробирках со скошенным питательным
агаром, после чего клетки с поверхности агара сус-
пендировали в физиологическом растворе до мут-
ности 0.5 по стандарту McFarland (1.5 × 108 КОЕ/мл)
и использовали в течение 15 мин. Для посева ис-
пользовали суточные культуры бактерий и пяти-
суточные культуры грибов и дрожжей. Все тест-куль-
туры получены из коллекции культур “НИИНА
им. Г.Ф. Гаузе”.

Полученные спиртовые концентраты объеди-
няли, упаривали досуха на роторном испарителе
(“Labconco”, США) и далее перерастворяли в
100 мкл 50%-ного этанола. Исследуемые в работе
концентраты анализировали методом обращенно
фазовой ВЭЖХ (ОФ ВЭЖХ). Анализ проводили на
микроколоночном хроматографе Милихром А-02
(ЗАО “Эконова”, Новосибирск), использовали
колонки из нержавеющей стали, Nucleosil-100-5-
C18 (L = 75.0 мм; D = 2.0 мм; d = 5 мкм, “Mache-
rey-Nagel”, Германия). Детектирование в ходе
анализа проводили при 214 нм. Скорость потока
100 мкл/мин, температура термостатирования ко-
лонки 35°С, инжекционный объем – 15 мкл. Состав
подвижной фазы: компонент А – H2O (MQ) + +
0.02%-ная ТФУ (ВЭЖХ, “Sigma-Aldrich”, Герма-

ния), компонент Б – ацетонитрил + 0.02%-ная
ТФУ. Градиент подвижной фазы от 0 до 100% Б за
40 мин и далее в изократическом режиме 4 мин
при 100%-ном содержании элюента В.

Для анализа методом MALDI-TOF MS 0.3 мкл
фракции ацетонитрил-вода (собранной при раз-
делении методом ВЭЖХ) образца и 0.5 мкл 2,5-
дегидроксибензойной кислоты (“Sigma-Aldrich”,
Германия) раствор в 20%-ном ацетонитриле +
79.5% вода (МQ) + 0.5% ТФУ (ВЭЖХ, “Sigma-Al-
drich”) в концентрации 20 мг/мл смешивали на
мишени спектрометра. Запись спектров и MC-
анализа проводили на MC-спектрометре MAL-
DI-TOF (Ultrafle Xtreme, “Bruker Daltonics”, Гер-
мания) с УФ-лазером (Nd) в режиме регистрации
положительных ионов с использованием рефлек-
трона. Точность определения массы составляла
около 1 Да.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для штамма E. alkalina Е101 [14], первоначаль-

но исследовали образование эмерициллипсинов
в культуральной жидкости и мицелии при ней-
тральных и щелочных начальных рН (7.0, 9.0,
10.0) в стационарных и глубинных условиях куль-
тивирования. Было показано, что содержание
EmiA в мицелии всегда оставалось значительно
ниже, чем в КЖ в одних и тех же вариантах. Для
мицелия отмечено большее содержание EmiA в
условиях глубинного культивирования, в то вре-
мя как в КЖ выявлено большее содержание EmiA
в стационарных условиях во всех исследованных
вариантах, что свидетельствует о том, что в этих
условиях антибиотик лучше экскретирует в куль-
туральную жидкость.

Содержание EmiA в мицелии (0.25 мг/г) до-
стигало максимума на 7 сут при глубинном спосо-
бе культивирования при рН среды 10.0. Наиболее
высокие количества EmiA в КЖ зарегистрирова-
ны на 14 сут роста при всех исследованных на-
чальных рН среды, но при щелочных рН (9.0 и
10.0) содержание EmiA было максимально и со-
ставило 6.0–6.5 мг/л (рис. 1). Проведенный экс-
перимент подтвердил, что несмотря на то, что
штаммы E. alkalina способны к росту и развитию
в широком диапазоне рН среды (4.0–11.0) с опти-
мумом роста при рН 10.0 [13], EmiA лучше образу-
ется в щелочных условиях культивирования.

Алкалофильные грибы E. alkalina, обитающие
на побережьях засоленных озер, часто сосуществу-
ют с многочисленными и разнообразными прока-
риотами, образующими на поверхности раздела фаз
биопленки. Считается, что моделирование при-
родных условий для продуцента может способ-
ствовать увеличению накопления целевых анти-
биотиков в среде [16]. Было проведено сравнение
выхода EmiA при стационарном культивировании
и мембранно-жидкостном, где в качестве модели
природной бактериальной пленки использовали
подложки бактериальной целлюлозы. Наиболь-
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шее содержание EmiA в КЖ и мицелии отмечено
при стационарном мембранно-жидкостном куль-
тивировании (табл. 1). При росте на бактериаль-
ной целлюлозе в качестве подложки выход EmiА

у штамма E. alkalina Е101 увеличивался в 1.7 раза
по сравнению с поверхностным способом куль-
тивирования и составил 11.05 мг/л. При этом бы-
ло установлено, что помимо основного целевого

Рис. 1. Динамика образования EmiА (мг/л) при начальных рН 7.0 (1), 9.0 (2) и 10.0 (3) в мицелии (а, б) и КЖ (в, г)
E. alkalina Е101 при поверхностоном (а, в) глубинном (б, г) культивировании.
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Таблица 1. Содержание EmiА в штамме Emericellopsis alkalina Е101 при различных типах культивирования

Тип культивирования EmiА в КЖ, мг/л EmiА в мицелии, мг/г

Поверхностное 6.50 ± 0.20 0.07 ± 0.01
Глубинное 4.87 ± 0.15 0.25 ± 0.01
Стационарное мембранно-жидкостное 11.05 ± 0.33 0.17 ± 0.01
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Рис. 2. ОФ ВЭЖХ спиртового объединенного концентрата в градиенте концентрации ацетонитрила.
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Таблица 2. Времена удерживания пиков на хроматограмме (рис. 2), данные о массах молекулярных ионов ком-
понентов, содержащихся в пиках с 1 по 17*

* Полужирным шрифтом выделены массы иона мажорного компонента в составе хроматографического пика.

Номер 
хроматографического 

пика

Время удерживания 
пика, мин Масса [M + Н] +, Да

1 27.90 1008.7; 1022.7*
2 28.73 990.7; 1022.7
3 29.17 994.5; 1036.7; 1069.6
4 30.07 994.5; 1052.8
5 30.55 994.5; 1022.8; 1036.8; 1052.8
6 31.04 994.5; 1022.8
7 31.36 825.5; 994.5; 1022.8
8 31.89 825.5; 994.5; 1022.8
9 32.64 1036.8

10 33.43 994.5; 1019.6; 1036.8
11 33.97 994.5; 1032.9; 1036.8
12 34.70 1050.8
13 35.46 994.5; 1050.8
14 35.59 994.5; 1016.5
15 37.17 994.5
16 37.46 994.5
17 39.20 994.6; 1036.9; 1058.9; 1225.0

пептаибола EmiА синтезируются другие минор-
ные изоформы, ранее не обнаруженные в стацио-
нарных условиях. При этом экстракт из КЖ и ми-
целия, полученный в мембранно-жидкостных

условиях культивирования проявлял активность
в отношении грамотрицательных бактерий, в то
время как экстракт, полученный в условиях ста-
ционарного культивирования был не активен в
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отношении этих бактерий, что свидетельствовало
о том, что помимо основного противогрибкового
компонента в этих условиях продуцент начинал
синтезировать антибактериальные соединения.

В дальнейшем была проведена оценка многооб-
разия различных изоформ в пептидном комплексе,
синтезируемом при выращивании мембранно-
жидкостным способом на мембране из бактериаль-
ной целлюлозы. После проведения аналитической
ОФ ВЭЖХ были собраны фракции пиков с раз-
личным временем удерживания при элюции гра-
диентом концентрации ацетонитрила от 70 до
100% (рис. 2). При этом вблизи области локализации
пиков EmiA на хроматограмме обнаруживались дру-
гие пики с большим и меньшим временем удержи-
вания. Фракции с 1 по 17 (рис. 2) были собраны и
проанализированы методом MALD-TOF-MS. По-
лученные массы молекулярных ионов [M + Н]+

компонентов фракций представлены в табл. 2.
Фрагментация индивидуальных пептаиболов с

молекулярными массами 1022.8; 994.5 и 1036.7
позволила предположить, что для данных моле-
кул существует несколько возможных (не менее 2)
структур пептидов, соответствующих одной и той

же молекулярной массе, однако это требует даль-
нейшего подтверждения методом ЯМР – спек-
троскопии (рис. 3).

По результатам исследования разности масс
между выделенными компонентами при проведе-
нии аналитической ОФ ВЭЖХ (табл. 2) удалось
обнаружить, что различие их (по массе) соответ-
ствует либо “-CH2-”-фрагменту (M = 14 Да), либо
молекуле H2O (М = 18 Да), что представлено графи-
чески на схеме (рис. 4). Зависимость показывает
молекулярные связи отдельных уже обнаруженных
форм пептаиболов, а также ожидаемые молеку-
лярные массы (выделены красным). Ввиду близо-
сти времен удерживания компонентов (табл. 2,
рис. 2), а также существования цепочки связей
между молекулярными массами этих компонен-
тов (рис. 3б), можно предположить, что массы
компонентов, соответствуют соединениям оди-
наковой химической природы. Некоторые массы
пептаиболов, представленные на схеме, ранее
были не только обнаружены, но и идентифици-
рованы. Так, например, масса 1050 Да соответ-
ствует самому EmiА [10], а масса 1036.7 Да соот-
ветствует изоформе EmiB [10], масса 1032.9 Да –

Рис. 3. Масспектры 1-8 (а) и 9-17 (б) хроматографических индивидуальных пиков концентрата, полученного в усло-
виях мембранно-жидкостного культивирования.
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дегидроформе [14]. Таким образом, построенная
схема связывает различные формы уже обнару-
женных эмерициллипсинов А – Е, с необнару-
женными ранее массами, 1004.7; 1018.7; 1046.8;
1064.8 [10], которые укладываются в общий гомо-
логический ряд. Представленная схема масс но-

сит предположительный характер, ввиду того, что
схожесть химических форм пока не была под-
тверждена более точными спектральными мето-
дами. Для выделенных изоформ эмерициллипси-
нов с массами 1032.9, 1036.7 Да ранее была пока-
зана противогрибковая активность [10].

Рис. 3. Окончание.
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Таким образом, установлено, что новый мем-
бранно-жидкостной способ культивирования про-
дуцентов пептаиболов эмерициллипсинов приво-
дит к увеличению многообразия синтезируемых
природных форм пептидов и увеличению выхода
основного соединения в 1.7 раза. Изучение потен-
циального разнообразия АМП, синтезируемых
продуцентом на уровне первичной или простран-
ственной структуры, может послужить стимулом к
обнаружению у них других типов биологической
активности и созданию новых синтетических
пептидов на их основе.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ в рамках научного проекта № 20-75-00062
(А.Е. Куварина, М.А. Суконников).
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Formation of Various Antimicrobial Peptide Emericellipsin Isoforms 
in Emericellopsis alkalina under Different Cultivation Conditions
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A. V. Timofeevac, M. L. Georgievaa, d, and V. S. Sadykovaa, **
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b Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Moscow, 117997 Russia
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A microbiological screening of the target component of emericellipsin A of the Emericellopsis alkalina E101
strain was carried out in various biotechnological systems at various pH. The content of emericellipsin A was
quantified under these conditions.It has been established that the new approved membrane-liquid cultivation
method at pH 10 contributes to an increase in the yield of the main component of emericellipsin A. It was
shown that the new method of cultivating the strain E. alkalina E101 also promotes the synthesis of various
isoforms of the main component of emericellipsin A. Some comparative analysis of them was carried out.

Keywords: antibiotics, Emericellopsis alkalina, emericellipsin A, isoforms of emericellipsin A
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