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ВЛИЯНИЕ СИНТЕТИЧЕСКОГО АНАЛОГА 
АКТИВНОГО ЦЕНТРА ГМ-КСФ – ПЕПТИДА ZP2 – НА 
АНТИЦИТОКИНОВУЮ АКТИВНОСТЬ БАКТЕРИЙ РОДА 
ENTEROCOCCUS И ИХ СПОСОБНОСТЬ К ПРОДУКЦИИ 
ЦИТОКИНОПОДОБНЫХ ВЕЩЕСТВ 
Пашинина О.А., Карташова О.Л., Пашкова Т.М., Гриценко В.А.
Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза Уральского отделения Российской академии наук – 
структурное научное подразделение ФГБУН «Оренбургский федеральный исследовательский центр» УрО РАН, 
г. Оренбург, Россия

Резюме. Синтетический аналог активного центра гранулоцитарно-макрофагального колониести-
мулирующего фактора (ГМ-КСФ) – пептид ZP2 – обладает широким спектром иммунобиологиче-
ских эффектов, в том числе антибактериальной активностью. Вместе с тем его влияние (в субин-
гибиторных концентрациях) на биологические свойства Enterococcus spp. как возбудителей многих 
инфекционно-воспалительных заболеваний остается малоизученным. Цель – проанализировать ха-
рактер влияния синтетического пептида ZP2 на антицитокиновую активность (АЦА) и способность к 
продукции цитокиноподобных веществ (ЦПВ) у Enterococcus spp. 

Использовано 18 клинических изолятов Enterococcus spp. В эксперименте бактерии культивиро-
вали в бульоне Шедлера с пептидом ZP2 при 37 °С в течение 24 ч. В контроле пептид не добавляли. 
АЦА в отношении IL-8, TNFα и IL-17А и продукцию соответствующих ЦПВ определяли методом 
ИФА. Для оценки АЦА рассчитывали долю инактивации цитокинов в опыте относительно контроля 
и выражали в пг/мл; о продукции ЦПВ судили по уровню цитокинов в опыте и контроле, выражая в 
пг/ мл. Данные подвергали статистической обработке. 

Выявлено, что Enterococcus spp. способны секретировать соединения, инактивирующие цитокины 
IL-8, IL-17А и TNFα, и продуцировать в среду культивирования ЦПВ. Отмечена внутриродовая и 
внутривидовая вариабельность по наличию и частоте встречаемости и по выраженности указанных 
свойств. Установлено, что пептид ZP2 у E. faecium увеличивает АЦА в отношении всех изученных 
цитокинов, а у E. faecalis он либо не влиял на их АЦА в отношении TNFα и IL-8, либо полностью 
ингибировал АЦА в отношении IL-17А. В то же время ZP2 блокировал у E. faecium продукцию ЦПВ, 
подобных IL-17А и IL-8, но повышал продукцию ЦВП, подобных TNFα, а у E. faecalis в 2 раза уве-
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личивал число IL-17А-продуцирующих изолятов, хотя средний уровень продукции этого ЦПВ был 
ниже, чем в контроле. 

Enterococcus spp. способны секретировать соединения, инактивирующие цитокины IL-8, TNFα и 
IL-17А и продуцировать вещества, подобные данным цитокинам. Синтетический пептид ZP2 оказы-
вает модифицирующее действие на проявление энтерококками указанных свойств. Требуется даль-
нейшее изучение биологического и патогенетического значения не только выявленных у энтерокок-
ков характеристик, но и обнаруженных модифицирующих эффектов пептида ZP2.

Ключевые слова: Enterococcus, антицитокиновая активность, цитокиноподобные вещества, синтетический аналог  

ГМ-КСФ – пептид ZP2

INFLUENCE OF ZP2 PEPTIDE, A SYNTHETIC ANALOGUE 
OF THE GM-GSF ACTIVE CENTER ON THE ANTICYTOKINE 
ACTIVITY OF BACTERIA FROM ENTEROCOCCUS GENUS AND 
THEIR ABILITY TO PRODUCE CYTOKINE-LIKE SUBSTANCES
Pashinina O.A., Kartashova O.L., Pashkova T.M., Gritsenko V.A.
Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis, Orenburg Federal Research Center, Ural Branch, Russian Academy 

of Sciences, Orenburg, Russian Federation

Abstract. Peptide ZP2, a synthetic analogue of the active center of granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor (GM-CSF), exhibits a wide range of immunobiological effects, including antibacterial activity. 
At the same time, its effect (in sub-inhibitory concentrations) on the biological properties of Enterococcus spp., 
the causative agents of many infectious and inflammatory diseases remains poorly understood. The aim of our 
study was to analyze the nature of the effect of synthetic peptide ZP2 on anti–cytokine activity (ACA) and its 
ability to produce cytokine-like substances (CLS) in Enterococcus spp. 

18 clinical isolates of Enterococcus spp. were used. Over the experiments, the bacterial strains were cultured 
in Schaedler’s broth with ZP2 peptide at 37 °C for 24 hours. No specific peptide was added in the control. ACA 
for IL-8, TNFα and IL-17A and the production of the corresponding CLS were determined by the ELISA 
method. To assess ACA, the proportion of cytokine inactivation in the experiment relative to the control was 
calculated and expressed in pg/ml; CLS production was evaluated by the level of cytokines in the experiment 
and control, expressed as pg/ml. The data were subjected to statistical processing. 

It was revealed that Enterococcus spp. strains are capable of secreting compounds that inactivate cytokines 
IL-8, IL-17A and TNFα, and produce CLS in the culture medium. Intragenital and intraspecific variability 
was noted in the presence and frequency of occurrence and in the severity of these properties. It was found that 
the ZP2 peptide in E. faecium increases ACA with respect to all studied cytokines. When tested with E. faecalis, 
it either did not affect their ACA against TNFα and IL-8, or completely inhibited ACA for IL-17A. At the same 
time, ZP2 blocked the production of CLS, e.g., IL-17A and IL-8 in E. faecium, but increased the production 
of CLS similar to TNFα, and, with E. faecalis, it increased the number of IL-17A-producing isolates twofold, 
although the average level of production of these CLS was lower than in the control. 

Enterococcus spp strains are capable of secreting compounds that inactivate cytokines IL-8, TNFα and 
IL- 17A, and may produce substances similar to these cytokines. The synthetic peptide ZP2 has a modifying 
effect on the manifestation of these properties by Enterococci. Further studies of biological and pathogenetic 
features of Enterococci and other bacterial species, as well as modifying effects of the ZP2 peptide are required.

Keywords: Enterococcus, anti-cytokine activity, cytokine-like substances, synthetic analogue of GM-CSF, peptide ZP2
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Введение
Бактерии рода Enterococcus широко распро-

странены в природе. Они являются как предста-
вителями нормальной микрофлоры пищевари-
тельного тракта человека, млекопитающих, птиц, 
рептилий, насекомых, обеспечивая колонизаци-
онную резистентность кишечного биотопа, так и 
возбудителями многих инфекционно-воспали-
тельных заболеваний человека и животных [1]. 

Развитию энтерококковых инфекций способ-
ствует наличие у изолятов факторов патогенно-
сти и персистенции [2, 13, 14], которые оказыва-
ют влияние на характер течения и длительность 
подобных инфекционно-воспалительных за-
болеваний. Нельзя исключить, что антицито-
киновая активность (АЦА) энтерококков и их 
способность продуцировать цитокиноподобные 
вещества (ЦПВ) могут оказывать влияние на ло-
кальный цитокиновый баланс, поддерживающий 
воспалительный процесс [3, 15]. 

В этой связи актуален поиск препаратов с ан-
типерсистентной активностью. Такими препара-
тами могут быть пептиды естественного и искус-
ственного происхождения. 

Пептид ZP2 – синтетический аналог актив-
ного центра гранулоцитарно-макрофагального 
колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) 
обладает широким спектром биологического 
действия [5, 7]. В том числе известно о модифи-
цирующих эффектах синтетического пептида 
ZP2 на способность S. aureus формировать био-
пленки [4], а также показано его влияние на про-
дукцию данными микроорганизмами цитокино-
подобных веществ [6, 8]. 

Все вышеизложенное указывает на актуаль-
ность изучения влияния синтетического пептида 
ZP2 на биологические свойства бактерий рода 
Enterococcus, в частности на их антицитокиновую 
активность, т. е. способность инактивировать раз-
личные цитокины, а также на продукцию этими 
микроорганизмами цитокиноподобных веществ. 

Цель исследования – проанализировать харак-
тер влияния синтетического аналога ГМ-КСФ – 
пептида ZP2 на антицитокиновую активность и 
способность к продукции цитокиноподобных ве-
ществ у бактерии рода Enterococcus, выделенных 
из секрета простаты у мужчин с симптомами уро-
генитальной инфекции.

Материалы и методы
В эксперименте использовано 18 клиниче-

ских штаммов бактерий рода Enterococcus (по 9 
штаммов E. faecalis и E. faecium), выделенных из 
секрета предстательной железы у мужчин с сим-

птомами урогенитальной инфекции. Выделение 
бактерий из исследуемого материала проводили 
общепринятыми бактериологическими метода-
ми. Видовую принадлежность микроорганиз-
мов оценивали с помощью масс-спектрометра 
MALDI-TOF серии Microflex (Bruker Daltonics, 
Германия), идентификацию микроорганизмов с 
расчетом коэффициента достоверности проводи-
ли с использованием программного обеспечения 
Maldi BioTyper 3,0.

Для изучения влияния ZP2 на АЦА изолятов 
Enterococcus и продукцию ими ЦПВ проводили 
культивирование 1 мл взвеси бактерий в физио-
логическом растворе с 1 мл раствора ZP2 с кон-
центрацией 0,1 мкг/мл в 2 мл бульона Шедлера 
при 37 °С в течение 24 ч. Контролем служили 
пробы без добавления раствора ZP2. Затем кон-
трольные и опытные пробы центрифугировали в 
течение 15 мин при 3000 об/мин, сливали надо-
садочную жидкость, добавляли к осадку 2 мл бу-
льона Шедлера и ресуспензировали. 

АЦА в отношении IL-8, TNFα и IL-17А и про-
дукцию соответствующих ЦПВ определяли ме-
тодом иммуноферментного анализа (ИФА) по 
известной методике [3] в оригинальной моди-
фикации с использованием наборов ООО «Ци-
токин» (Санкт-Петербург). Для этого в центри-
фужные пробирки вносили в соотношении 1:1 
взвесь бактерий рода Enterococcus и растворы со-
ответствующих цитокинов, пробы инкубирова-
ли в течение 2 часов при 37 °С. После инкубации 
бактерий с цитокинами реакцию останавливали 
на холоде, центрифугировали при 3000 об/мин в 
течение 15 мин (+4 °С) и отбирали супернатан-
ты. В качестве контроля использовали растворы 
цитокинов в физиологическом растворе. Конеч-
ная концентрация цитокинов в опытных и кон-
трольных пробах составляла для IL-8 – 50 пг/мл, 
TNFα – 25 пг/мл, IL-17А – 75 пг/мл. Результаты 
учитывали на фотометре StatFax 2100 (США) при 
длине волны 450 нм. Для оценки АЦА урогени-
тальных изолятов бактерий рода Enterococcus вы-
числяли долю инактивации цитокинов в опыте 
относительно контроля и выражали в пг/ мл; о 
продукции бактериями рода Enterococcus ЦПВ 
судили по уровню цитокинов в опыте по срав-
нению с контролем и выражали в пг/мл. Данные 
были обработаны методами вариационной стати-
стики [11].

Результаты и обсуждение
Полученные в ходе исследования данные 

свидетельствовали, во-первых, о том, что бак-
терий рода Enterococcus способны секретировать 
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ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ ПЕПТИДА ZP2 НА АНТИЦИТОКИНОВУЮ АКТИВНОСТЬ (АЦА) БАКТЕРИЙ РОДА 
ENTEROCOCCUS

TABLE 1. EFFECT OF PEPTIDE ZP2 ON THE ANTICYTOKINE ACTIVITY (АСА) OF ENTEROCOCCUS

АЦА против
цитокинов

АСА vs
сytokines

E. faecalis
(n = 9)

E. faecium
(n = 9)

Всего
Total

(n = 18)

Распространенность, %
Prevalence, %

Контроль
Control

Опыт
Experience

Контроль
Control

Опыт
Experience

Контроль
Control

Опыт
Experience

IL-17А 33,3±15,7 0 33,3±15,7 66,7±15,7 33,3±11,1 33,3±11,1

TNFαα 100 100 33,3±15,7 33,3±15,7 66,7±11,1 66,7±11,1

IL-8 66,7±15,7 66,7±15,7 33,3±15,7 100** 50,0±11,8 83,3±8,8*

Выраженность, пг/мл
Expression, pg/mL

Контроль
Control

Опыт
Experience

Контроль
Control

Опыт
Experience

Контроль
Control

Опыт
Experience

IL-17А 4,7±0,1 0 3,7±0,3 7,1±0,4** 4,2±0,3 7,1±0,4**

TNFαα 2,5±0,3 2,8±0,2** 1,0±0,1 1,9±0,1** 2,1±0,3 2,6±0,2

IL-8 5,6±0,2 6,0±1,7 4,3±0,1 7,7±1,6* 5,2±0,3 7,0±1,2

Примечание. * – p < 0,05; ** – p < 0,01. 

Note. *, p < 0.05; **, p < 0.01.

соединения, инактивирующие цитокины IL-8, 
IL- 17А и TNFα, т. е. проявлять в отношении них 
антицитокиновую активность – АЦА (табл. 1), 
а также могут продуцировать в среду культиви-
рования цитокиноподобные вещества – ЦПВ 
(табл. 2). При этом наблюдалась внутриродовая, 
(межвидовая) и внутривидовая (межштаммовая) 
вариабельность бактерий рода Enterococcus как по 
наличию и частоте встречаемости, так и по вы-
раженности указанных свойств.

У бактерий рода Enterococcus АЦА выявлялась 
в отношении всех изученных цитокинов. Наибо-
лее часто энтерококки были способны инактиви-
ровать TNFα (66,7±11,1%) и IL-8 (50,0±11,8%), 
значительно реже – IL-17A (33,3±11,1%), экс-
прессия признака составила 2,1±0,3; 5,2±0,3 
и 4,2±0,3 пг/мл соответственно (табл. 1). При 
этом распространенность АЦА в отношении 
IL-8 и TNFα была значительно выше у изолятов 
E. faecalis , чем у E. faecium с достоверно более вы-
сокой экспрессией признака (p < 0,01).

Кроме того у бактерий рода Enterococcus вы-
явлена способность к продукции ЦПВ. Так, эн-

терококки продуцировали вещества, подобные 
интерлейкину IL-17А в 33,3±11,1% случаев, а 
вещества, подобные IL-8 и TNFα в 2 раза реже – 
в 16,7±8,8% случаев. При этом экспрессия про-
дукции веществ подобных IL-17А так же была 
выше – 6,2±0,4 пг/мл, а уровень продукции IL-8 
и TNFα составил 4,5±0,1 пг/мл и 1,4±0,1 пг/мл 
соответственно. ЦПВ, подобные интерлейки-
ну IL-17А были способны продуцировать как 
E. faecalis, так и E. faecium, а подобные IL-8 и 
TNFα – только изоляты E. faecium.

В результате проведенных экспериментов 
in vitro по изучению влияния синтетического ана-
лога активного центра гранулоцитарно-макро-
фагального колониестимулирующего фактора 
(ГМ-КСФ) – пептида ZP2 на антицитокиновую 
активность и способность к продукции цитоки-
ноподобных веществ у бактерий рода Enterococcus 
было установлено, что пептид ZP2 достоверно 
увеличивал частоту выявления АЦА в отношении 
IL-8 с 50,0±11,8% до 83,3±8,8% (p < 0,05) и пол-
ностью ингибировал способность к продукции 
веществ подобных IL-8 (табл. 1). 
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При этом среди урогенитальных изолятов 
E. faecium пептид ZP2 увеличивал число штам-
мов, обладающих АЦА в отношении IL-8 в 3 раза 
(с 33,3±15,7 до 100%, p < 0,01), а в отношении 
IL- 17А в 2 раза (с 33,3±15,7% до 66,7±15,7%), с 
увеличением у них выраженности признака в 
1,7- 1,9 раза (с 4,3±0,1 пг/мл до 7,7±1,6 пг/мл и с 
3,7±0,3 пг/мл до 7,1±0,4 пг/мл соответственно). 
В то же время у изолятов E. faecalis пептид ZP2 
полностью ингибировал АЦА только в отноше-
нии IL-17А, а в отношении других цитокинов до-
стоверных изменений не выявлено. 

С другой стороны, у изолятов E. faecalis после 
воздействия пептида ZP2 отмечено увеличение 
в 2 раза доли штаммов, способных продуциро-
вать вещества подобные IL-17А (с 33,3±15,7% 
до 66,7±15,7%), при этом выраженность при-
знака достоверно снижалась с 7,2±0,1 пг/мл до 
5,6±0,6 пг/мл (табл. 2). В то же время у штаммов 
E. faecium пептид ZP2 блокировал способность 
к продукции веществ подобных IL-17А и IL-8, 
а в отношении продукции веществ, подобных 

TNFα, изменения распространенности не на-
блюдалось, но регистрировалось увеличение вы-
раженности признака в 1,6 раза (с 1,4±0,1 пг/мл 
до 2,2±0,1 пг/мл, p < 0,01). 

Заключение
В настоящем исследовании изучена способ-

ность бактерий рода Enterococcus секретировать 
соединения, инактивирующие цитокины IL-8, 
TNFα и IL-17А, а также охарактеризована их спо-
собность продуцировать некоторые цитокинопо-
добные вещества. Кроме того, проанализирова-
но влияние синтетического аналога активного 
центра ГМ-КСФ – пептида ZP2 – на антици-
токиновую активность и способность к продук-
ции цитокиноподобных веществ у бактерии рода 
Enterococcus, выделенных из секрета простаты 
у мужчин с симптомами урогенитальной ин-
фекции, и показано его модифицирующее дей-
ствие на проявление энтерококками указанных 

ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ ПЕПТИДА ZP2 НА СПОСОБНОСТЬ БАКТЕРИЙ РОДА ENTEROCOCCUS ПРОДУЦИРОВАТЬ 
ЦИТОКИНОПОДОБНЫЕ ВЕЩЕСТВА (ЦПВ)

TABLE 2. EFFECT OF PEPTIDE ZP-2 ON THE ABILITY OF ENTEROCOCCUS TO PRODUCE CYTOKINE-LIKE 
SUBSTANCES (CLS)

ЦПВ
CLS

E. faecalis
(n = 9)

E. faecium
(n = 9)

Всего
Total

(n = 18)

Распространенность, %
Prevalence, %

Контроль
Control

Опыт
Experience

Контроль
Control

Опыт
Experience

Контроль
Control

Опыт
Experience

IL-17А 33,3±15,7 66,7±15,7 33,3±15,7 0 33,3±11,1 33,3±11,1

TNFαα 0 0 33,3±15,7 33,3±15,7 16,7±8,8 16,7±8,8

IL-8 0 0 33,3±15,7 0 16,7±8,8 0

Выраженность, пг/мл
Expression, pg/mL

Контроль
Control

Опыт
Experience

Контроль
Control

Опыт
Experience

Контроль
Control

Опыт
Experience

IL-17А 7,2±0,1 5,6±0,6* 5,3±0,1 0 6,2±0,4 5,6±0,6

TNFαα 0 0 1,4±0,1 2,2±0,1** 1,4±0,1 2,2±0,1**

IL-8 0 0 4,5±0,1 0 4,5±0,1 0

Примечание. * – p < 0,05; ** – p < 0,01. 

Note. *, p < 0.05; **, p < 0.01.
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свойств, в том числе, с учетом их видовой при-
надлежности. 

Ранее была выявлена способность клиниче-
ских изолятов S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae 
и E. coli экскретировать в культуральную среду 
цитокиноподобные вещества (ЦПВ) [5], а также 
был выявлен модифицирующий эффект синте-
тического пептида ZP2 на способность S. aureus 
формировать биопленки [4], и показано его вли-
яние на продукцию стафилококками цитокино-
подобных веществ (ЦПВ) [8]. 

В результате проведенных нами эксперимен-
тов установлено, что синтетический пептид ZP2 
стимулирует АЦА E. faecium в отношении IL-8 и 
IL-17A и ингибирует активность у E. faecalis в от-
ношении IL-17А, т. е. наблюдался видоспецифи-
ческий модифицирующий эффект данного пеп-
тида. С другой стороны, воздействие пептида ZP2 
на бактерии рода Enterococcus вызывало видоспе-
цифические, разной направленности и степени 
выраженности эффекты в отношении продук-
ции ими цитокиноподобных веществ. При этом 
пептид ZP2 вызывал увеличение доли урогени-
тальных штаммов E. faecalis, способных проду-
цировать вещества, подобные IL-17А, с одновре-
менным уменьшением выраженности признака. 
У E. faecium пептид ZP2 полностью ингибировал 
способность к продукции веществ, подобных 
IL-8 и IL-17А, при этом отмечено увеличение в 
1,6 раза экспрессии способности продуцировать 
вещества подобные TNFα. Наши результаты со-
гласуются с ранее полученными данными [8], 
которые свидетельствуют о том, что при нали-
чии в среде культивирования данного пептида у 
музейных штаммов E. faecalis регистрировалось 
снижение в супернатантах на 58,5-98,3% не толь-

ко IL-17А-ЦПВ, но и других цитокинов (G-CSF, 
IFNγ, IL-12p70). 

Выявленные межвидовые особенности энте-
рококков как по антицитокиновой активности в 
отношении изученных иммуномедиаторов, так и 
по их способности продуцировать цитокинопо-
добные вещества могут отражаться на характере 
взаимодействия энтерококков с макроорганиз-
мом. Так, ранее был выявлен более высокий уро-
вень выраженности АЦА в отношении IL-4, IL-8, 
IL-10 у изолятов энтерококков, выделенных при 
инфекционно-воспалительных заболеваниях, по 
сравнению с кишечными изолятами [9, 10, 12, 
15], что свидетельствует о возможном влиянии их 
экзометаболитов на локальный цитокиновый ба-
ланс и поддержание воспалительного процесса. 

Необходимо учитывать обнаруженное в экс-
периментах in  vitro разнонаправленное моди-
фицирующее действие синтетического пептида 
активного центра ГМ-КСФ – ZP2 – на способ-
ность энтерококков секретировать внеклеточные 
соединения, инактивирующие/нейтрализующие 
различные цитокины, и способность продуци-
ровать в среду культивирования цитокиноподоб-
ные вещества. В этой связи требуется продолжить 
изучение биологического и патогенетического 
значения не только выявленных у бактерии рода 
Enterococcus характеристик, но и обнаруженных 
модифицирующих эффектов пептида ZP2. 

Дальнейшие исследования антицитокиновой 
активности и способности к продукции цитоки-
ноподобных веществ у бактерии рода Enterococcus, 
выделенных из секрета предстательной железы 
мужчин с симптомами урогенитальной инфек-
ции, может выявить информативные параметры, 
пригодные для оценки степени тяжести и/или ха-
рактера течения заболевания.
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