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ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ СИНТЕТИЧЕСКОГО ПЕПТИДА 
АКТИВНОГО ЦЕНТРА ГРАНУЛОЦИТАРНО-
МАКРОФАГАЛЬНОГО КОЛОНИЕСТИМУЛИРУЮЩЕГО 
ФАКТОРА – ZP2 НА РОСТОВЫЕ СВОЙСТВА 
CORYNEBACTERIUM SPP.
Гриценко В.А., Морозова Н.В., Гладышева И.В., Черкасов С.В.
Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза Уральского отделения Российской академии наук – 
обособленное структурное подразделение ФГБУН «Оренбургский федеральный исследовательский центр» 
Уральского отделения Российской академии наук, г. Оренбург, Россия

Резюме. Цель – изучить влияние синтетического пептида активного центра гранулоцитарно-ма-
крофагального колиниестимулирующего фактора ZP2 на ростовые свойства и биопленкообразова-
ние микроорганизмов рода Corynebacterium spp.

Опыты in vitro проведены на 13 изолятах Corynebacterium spp., включая С. amycolatum (n = 7), 
С. propinquum (n = 2) и C. pseudodiphtheriticum (n = 4)), выделенных ранее от здоровых лиц и хранящих-
ся в Сетевой коллекции симбиотических микроорганизмов и их консорциумов Института клеточного 
и внутриклеточного симбиоза УрО РАН. Влияние различных концентраций пептида ZP2 на росто-
вые свойства (прирост планктонной культуры и биопленкообразование) тест-штаммов оценивали в 
96-луночных полистироловых планшетах. Угнетающее действие пептида ZP2 на прирост планктон-
ной культуры оценивали по Индексу ингибирования (%), на биопленкообразование – по Степени 
ингибирования биопленкообразования (%).

Экспериментально установлено, что через 2, 4, 6 и 24 часа наблюдалось дозо-зависимое ингибиро-
вание прироста планктонной культуры всех исследуемых штаммов бактерий под влиянием различных 
концентраций ZP2 (0,5-2,0 мкг/мл). При этом ингибирующий эффект пептида ZP2 зависел как от его 
концентрации в среде культивирования, так и от фазы роста тест-штамма бактерий. Максимальное 
ингибирование прироста планктонной культуры всех исследуемых бактериальных штаммов под вли-
янием различных концентраций пептида ZP2 наблюдалось через 24 часа и составило у С. amycolatum 
от 89,3±1,9 до 94,1±1,8%, у С. propinquum от 90,0±0,6 до 96,7±0,3%, у C. pseudodiphtheriticum от 92,2±2,1 
до 95,1±1,3. Пептид ZP2 также оказывал существенное влияние на биопленкообразование всех ис-
следуемых тест-культур. Снижение биопленкообразования зависело от концентрации пептида и со-
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ставило у С. amycolatum от 62,4% до 78,4%, у С. propinquum от 70,9 до 79,6% и у C. pseudodiphtheriticum 
от 76 до 82,7%.

Таким образом, выявлено антибактериальное действие пептида ZP2 в отношении изученных 
штаммов коринебактерий видов С. amycolatum, С. propinquum и C. pseudodiphtheriticum. По имеющимся 
данным, пептид ZP2 является препаратом с широким спектром действия, оказывающим ингибирую-
щее влияние не только на изученные актинобактерии, но и, согласно литературным данным, на ста-
филококки и энтеробактерии. Важной перспективой исследования является раскрытие механизма 
антибактериального действия пептида ZP2 с характеристикой эффективной концентрации вещества 
в отношении патогенов и представителей нормофлоры.
Ключевые слова: Corynebacterium amycolatum, С. propinquum, C. pseudodiphtheriticum, синтетический пептид ZP2, 
антибактериальное действие, биопленкообразование

ASSESSMENT OF THE INFLUENCE OF SYNTHETIC PEPTIDE 
OF THE ACTIVE CENTER OF GRANULOCYTE-MACROPHAGAL 
COLONY-STIMULATING FACTOR – ZP2 ON THE GROWTH 
PROPERTIES OF CORYNEBACTERIUM SPP.
Gritsenko V.A., Morozova N.V., Gladysheva I.V., Cherkasov S.V.
Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis, Orenburg Federal Research Center, Ural Branch, Russian Academy 
of Sciences, Orenburg, Russian Federation

Abstract. The goal is to study the effect of the synthetic peptide of the active center of the granulocyte-
macrophage coline-stimulating factor ZP2 on the growth properties and biofilm formation of microorganisms 
of the genus Corynebacterium spp. In vitro experiments were carried out on 13 isolates of Corynebacterium 
spp., including C. amycolatum (n = 7), C. propinquum (n = 2) and C. pseudodiphtheriticum (n = 4)), previously 
isolated from healthy individuals and are part of the Network Collection of Symbiotic Microorganisms and 
Their Consortia of the Institute for Cellular and Intracellular Symbiosis UrB RAS (Orenburg, Russia). The 
effect of different concentrations of the ZP2 peptide on the growth properties (planktonic culture growth and 
biofilm formation) of test strains was assessed in 96-well polystyrene plates. The inhibitory effect of the ZP2 
peptide on the growth of planktonic culture was assessed by the Inhibition Index (%), on biofilm formation – 
by the Degree of Inhibition of Biofilm Formation (%). It was experimentally established that after 2, 4, 6 and 
24 hours, a dose-dependent inhibition of the growth of planktonic cultures of all studied bacterial strains was 
observed under the influence of various concentrations of ZP2 (0.5-2.0 μg/ml). In this case, the inhibitory 
effect of the ZP2 peptide depended both on its concentration in the cultivation medium and on the growth 
phase of the test strain of bacteria. The maximum inhibition of the growth of planktonic culture of all studied 
bacterial strains under the influence of various concentrations of the ZP2 peptide was observed after 24 hours 
and ranged from 89.3±1.9 to 94.1±1.8% in C. amycolatum, and in C. propinquum from 90.0±0.6 to 96.7±0.3%, 
in C. pseudodiphtheriticum from 92.2±2.1 to 95.1±1.3. The ZP2 peptide also had a significant effect on biofilm 
formation in all test cultures studied. The reduction in biofilm formation depended on the concentration of the 
peptide and ranged from 62.4 to 78.4% in C. amycolatum, from 70.9 to 79.6% in C. propinquum, and from 76 to 
82.7% in C. pseudodiphtheriticum. 

Thus, the antibacterial effect of the ZP2 peptide was revealed against the studied strains of corynebacteria 
species C. amycolatum, C. propinquum and C. pseudodiphtheriticum. According to available data, the ZP2 peptide 
is a drug with a wide spectrum of action that has an inhibitory effect not only on the studied actinobacteria, but 
also, according to literature data, on staphylococci and enterobacteria. An important prospect of the study is 
to reveal the mechanism of the antibacterial action of the ZP2 peptide with the characteristics of the effective 
concentration of the substance against pathogens and representatives of normal flora.

Keywords: Corynebacterium amycolatum, C. propinquum, C. pseudodiphtheriticum, synthetic peptide ZP2, antibacterial effect, 
biofilm formation
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Введение
В последние десятилетия внимание ученых ве-

дущих стран мира привлекают исследования пре-
паратов на основе антимикробных пептидов, ко-
торые рассматриваются в качестве альтернативы 
традиционным антибиотикам [13]. Известно, что 
антимикробные пептиды обладают слабой анти-
микробной активностью, но выраженным имму-
номодулирующим эффектом при вторжении в 
организм хозяина патогенных микроорганизмов 
или вирусов. Они не активируют адаптивный им-
мунитет, а скорее повышают его эффективность 
за счет адъювантной активности [12, 17]. 

В отношении бактерий, действие антими-
кробных пептидов до конца не изучено, однако 
показано, что их основными мишенями явля-
ются клеточная стенка, цитоплазматическая 
мембрана и внутриклеточные молекулы [11,  14]. 
Одним из хорошо изученных антимикробных 
пептидов является синтетический аналог актив-
ного центра гранулоцитарно-макрофагального 
колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ)  – 
пептид ZP2 [4]. Ранее было установлено, что дан-
ный пептид проявляет плейотропные эффекты, 
обладая не только иммунотропными и репара-
тивными свойствами, но и антимикробной ак-
тивностью, в отношении оппортунистических 
патогенов [2,  3]. Однако на сегодняшний день 
остается не изученным влияние синтетического 
пептида ZP2 на представителей нормофлоры, в 
частности коринебактерии.

Известно, что микроорганизмы рода Coryne
bacterium являются резидентными представи-
телями индигенной флоры тела человека  [8]. 
В последнее время появляется все больше ис-
следований о важной роли отдельных видов ко-
ринебактерий в поддержании колонизацион-
ной резистентности различных биотопов тела 
человека. Так, Corynebacterium glutamicum, 
C.  pseudodiphtheriticum, C.  accolens, C.  parvum [7, 
8, 9] рассматриваются в качестве симбиотиче-
ски-значимых микроорганизмов, обладающих 
антимикробной активностью по отношению к 
условно-патогенным бактериям. В то же время 
установлено, что у иммуносупрессированных па-
циентов представители данного рода могут вызы-
вать различные тяжелые заболевания [16].

Цель исследования – оценить влияние синте-
тического пептида ZP2 на ростовые свойства и 
биопленкообразование микроорганизмов рода 
Corynebacterium spp., выделенных из различных 
биотопов тела человека.

Материалы и методы 
Объектами исследования служили 13 штам-

мов бактерий рода Corynebacterium, а именно ви-

дов С. amycolatum (n = 7), С. propinquum (n = 7) и 
C. pseudodiphtheriticum (n = 4), выделенных ранее 
от здоровых лиц (влагалище, кожа, верхние ды-
хательные пути) и хранящихся в Сетевой кол-
лекции симбиотических микроорганизмов и их 
консорциумов Института клеточного и внутри-
клеточного симбиоза УрО РАН – обособленного 
структурного подразделения ОФИЦ УрО РАН 
(Оренбург, Россия), 

Ранее выделенные штаммы коринебакте-
рий были идентифицированы с помощью масс-
спектрометрии с матричной лазерной десорбцией 
и ионизацией, и временем пролета (MALDI-TOF). 
Микроорганизмы хранили в сердечно-мозговом 
бульоне (СМБ) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., 
Мумбаи, Индия, Мэриленд, США), содержащем 
20% (по объему) глицерина, при -80 °С. Для экспе-
римента штаммы выращивали в СМБ при 37 °C в 
течение 24 часов и однократно субкультивировали 
в той же среде при 37 °C в течение 24 часов перед 
использованием.

Исследование влияния синтетического пеп-
тида ZP2 на рост планктонной культуры ис-
следуемых штаммов производилось согласно 
методике  [1] с незначительными изменениями 
в следующем порядке: аликвоты по 25 мкл су-
точных агаровых культур (5 × 108 КОЕ/мл), при-
готовленных на изотоническом растворе NaCl, 
переносили в лунки 96-луночного планшета и 
добавляли по 225 мкл СМБ с пептидом ZP2 (в 
конечных концентрациях: 0,5; 1,0 и 2,0 мкг/мл). 
Контрольные лунки содержали тестируемый 
штамм и СМБ. После инкубирования в течение 
24 часов при 37 °С, замеряли оптическую плот-
ность культур (OД) при длине волны (λ) 492 нм на 
спектрофотометре StatFax 2100 (CША). ОД куль-
тур замерялась на 0 (исходное значение), 2, 4, 6 и 
24 часах инкубации. 

Влияние пептида ZP2 на рост планктонной 
культуры исследуемых штаммов бактерий рас-
считывали по формуле [1]:

ИИ = (OДк – Oдо)/Oдк × 100%,

где ИИ – Индекс ингибирования (%); OДк и 
OДо  – оптическая плотность контроля и опыта 
соответственно. Индекс ингибирования оцени-
вался через 2, 4, 6 и 24 часов. 

Изучение влияния синтетического пепти-
да ZP2 на биопленкообразование (БПО) ис-
следуемых тест-культур определяли с помощью 
«планшетного метода» с незначительными мо-
дификациями [15]. Аликвоты по 25 мкл суточных 
агаровых культур (5  ×  108  КОЕ/мл), приготов-
ленных на изотоническом растворе NaCl, пере-
носили в каждую лунку 96-луночного планшета 
и добавляли по 225 мкл ZP2 (в концентрациях: 
0,5; 1,0 и 2,0 мкг/мл, предварительно разведен-
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ных в СМБ). Контрольные лунки содержали те-
стируемый штамм и СМБ. После инкубирова-
ния в течение 24 часов при 37 °С среду сливали, 
а планктонные клетки удаляли из каждой лунки 
путем двойной осторожной промывки стериль-
ным фосфатно-солевым буфером (PBS). После 
этого биопленки фиксировали 200 мкл метанола 
в течение 10 мин, окрашивали 200 мкл 0,1% кри-
сталлического фиолетового в течение 10 мин и 
аккуратно трижды промывали водой. Кристалли-
ческий фиолетовый, прикрепленный к образцам 
биопленок, растворяли в 200 мкл 95% этанола. 
Оптическую плотность (ОД, у.е.) 125 мкл экс-
трактов измеряли при 540 нм с использованием 
микропланшетного спектрофотометра StatFax 
2100 (CША) как величину, отражающую выра-
женность биопленки. Ингибирование биоплен-
ки (%) рассчитывали по следующему уравнению:

Степень ингибирования БПО (%) = (1-OДо/OДк) × 100, 

где OДо – оптическая плотность опыта (СМБ, 
содержащий различные концентрации пепти-
да ZP2), OДк  – оптическая плотность контроля 
(СМБ без пептида ZP2).

Все эксперименты повторялись трижды. Экс-
периментальные данные обработаны методами 
вариационной статистики с вычислением из 3 
измерений средней арифметической и ее ошиб-
ки (M±m). О достоверности отличий между 
контролем и опытом судили по критерию Стью
дента – t [6].

Результаты и обсуждение
Полученные результаты в эксперимен-

те in  vitro свидетельствовали, что внесенный в 
жидкую питательную среду синтетический пеп-
тид активного центра ГМ-КСФ  – ZP2 ингиби-
ровал рост изученных изолятов С. amycolatum, 
С.  propinquum и C.  pseudodiphtheriticum, дозо-зави-
симо снижая биомассу, оцениваемую по величи-
не оптической плотности контрольных и опыт-
ных культур в динамике их развития (рис.  1). 
При этом ингибирующий эффект пептида ZP2 
в отношении С.  amycolatum, С.  propinquum и 
C.  pseudodiphtheriticum зависел как от концентра-
ции фактора в среде культивирования, так и от 
фазы роста изолятов бактерий (табл. 1). 

ТАБЛИЦА 1. ИНДЕКС ИНГИБИРОВАНИЯ (ИИ, %) РОСТА ШТАММОВ С. AMYCOLATUM, С. PROPINQUUM 
И C. PSEUDODIPHTHERITICUM ПОД ВЛИЯНИЕМ РАЗЛИЧНЫХ КОНЦЕНТРАЦИЙ ZP2

TABLE 1. INHIBITION INDEX (AI, %) OF GROWTH OF STRAINS C. AMYCOLATUM, C. PROPINQUUM AND 
C. PSEUDODIPHTHERITICUM UNDER THE INFLUENCE OF VARIOUS CONCENTRATIONS OF ZP2
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2 часа 
2 hours 10,2±1,8* 8,1±2,3 11,0±0,8* 7,4±1,8 15,1±0,5* 17,0±1,3* 2,0±0 5,1±0,5 3,3±0,8

4 часа
4 hours 34,5±3,5* 34,8±1,3* 38,5±1,2* 38,5±7,5* 37,0±2,5* 40,8±2,1* 35,1±2,1* 40,5±1,5* 43,3±0,9*

6 часов
6 hours 17,3±4,1* 12,0±2,8* 19,3±2,3* 18,9±1,8* 16,3±1,6* 18,6±1,5* 45,3±1,5* 35,6±2,5* 58,2±0,9*

24 часа
24 hours 89,3±1,9* 90,0±0,6* 92,2±2,1* 92,0±2,5* 90,0±1,3* 95,1±1,3* 94,1±1,8* 96,7±0,3* 92,3±0,8*

Примечание. * – достоверные отличия от контроля (p < 0,05).

Note. *, significant differences from control (p < 0.05).
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Рисунок 1. Рост штаммов С. amycolatum (А), С. propinquum (Б) и C. pseudodiphtheriticum (В) под влиянием 
различных концентраций ZP2
Примечание. 1 – 0,5 мкг/мл; 2 – 1,0 мкг/мл; 3 – 2,0 мкг/мл; К – контроль.
Figure 1. Growth of strains C. amycolatum (A), C. propinquum (B), and C. pseudodiphtheriticum (C) under the influence of different 
concentrations of ZP2
Note. 1, 0.5 μg/ml; 2, 1.0 µg/ml; 3, 2.0 µg/ml; K, control.

Рисунок 2. Степень ингибирования биопленкообразования штаммов С. amycolatum, С. propinquum 
и C. pseudodiphtheriticum в зависимости от концентрации пептида ZP2
Figure 2. Degree of inhibition of biofilm formation of C. amycolatum strains, C. propinquum and C. pseudodiphtheriticum 
in depending on the concentration of the ZP2 peptide

Следует отметить, что через 2 часа инкубиро-
вания Corynebacterium spp. в присутствии пептида 
ZP2 заметного снижения прироста планктонной 
культуры микроорганизмов не наблюдалось. Бо-
лее того, в отношении С. amycolatum, С.  propinquum 
и C.  pseudodiphtheriticum регистрировалась слабо 
выраженная (2,0±0; 5,1±0,5 и 3,3±0,8% соответ-
ственно) стимуляция роста бактерий под дей-
ствием пептида ZP2 в концентрации 2,0 мкг/ мл. 
Установлено, что в диапазоне изученных кон-

центраций ZP2 (0,5-2,0  мкг/мл) индекс ин-
гибирования роста культур С.  propinquum и 
C.  pseudodiphtheriticum градиентно увеличивался 
через 4, 6 и 24 часа культивирования, свидетель-
ствуя о дозо-зависимом эффекте влияния данно-
го соединения на прирост планктонной культуры 
Corynebacterium spp. в жидкой питательной среде 
(СМБ). 

Через 24  часа наблюдалось максимальное 
угнетение прироста планктонной культуры 
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всех исследуемых штаммов под влиянием раз-
личных концентраций пептида ZP2: 0,5; 1,0; 
2,0 мкг/мл, что составило соответственно у 
С.  amycolatum  – 89,3±1,9; 92,0±2,5; 94,1±1,8%, 
С.  propinquum  – 90,0±0,6; 90,0±1,3; 96,7±0,3%, 
C.  Pseudodiphtheriticum  – 92,2±2,1; 95,1±1,3; 
92,3±0,8%.

Синтетический пептид ZP2 также оказы-
вал существенное ингибирующее влияние на 
биопленкообразование всех исследуемых тест-
культур коринебактерий (рис. 2). Снижение 
биопленкообразования зависело от концен-
трации и составило у С. amycolatum от 62,4% до 
78,4%, у С. propinquum от 70,9% до 79,6% и у C. 
pseudodiphtheriticum от 76,0% до 82,7%.

Заключение
Таким образом, выявлено антибактериаль-

ное действие синтетического аналога активного 
центра гранулоцитарно-макрофагального коли-
ниестимулирующего фактора  – пептида ZP2 в 
отношении изученных штаммов коринебактерий 
С. amycolatum, С. propinquum и C.  pseudodiphtheriticum. 
Указанные микроорганизмы являются предста-
вителями нормальной микробиоты различных 
биотопов тела человека (влагалище, верхние ды-
хательные пути, кожа и др.), а отдельные штаммы 
этих видов бактерий в настоящее время рассма-

триваются как перспективные пробиотики, рост 
и размножение которых может находиться под 
влиянием пептида ZP2, что необходимо учиты-
вать при использовании в клинической/космето-
логической практике создаваемых на его основе 
новых лекарственных препаратов [4]. 

Безусловный интерес представляют полу-
ченные результаты об угнетении пептидом ZP2 
способности коринебактерий формировать 
биопленки, которые обеспечивают микроорга-
низмам возможность колонизации биотопов и 
длительной персистенции в них [3, 8]. В буду-
щем следует выяснить, является эффект ингиби-
рования пептидом ZP2 биопленкообразования 
коринебактериями, сопряженным только с уг-
нетением роста этих микроорганизмов, или он 
реализуется через иные механизмы воздействия 
на бактериальные клетки. 

По имеющимся данным, пептид ZP2 являет-
ся препаратом с широким спектром действия, 
оказывающим ингибирующее влияние не толь-
ко на изученные актинобактерии, но и, согласно 
литературным источникам,  на стафилококки и 
энтеробактерии [5]. Важной перспективой даль-
нейших исследований является раскрытие меха-
низма антибактериального действия пептида ZP2 
с характеристикой эффективной концентрации 
вещества в отношении патогенов и представите-
лей нормофлоры.
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