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ВЛИЯНИЕ 1,1-ДИМЕТИЛГИДРАЗИНА НА ИНДУКЦИЮ ПЕПТИДОВ 
ГЕМОЛИМФЫ Galleria mellonella
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Методами жидкостной хроматографии и масс-спектрометрии МАЛДИ изучено влияние 1,1-диме-
тилгидразина и его гидразона с ацетоном на пептидный состав гемолимфы личинок гусеницы
Galleria mellonella. Обнаружено появление в гемолимфе индуцированных низкомолекулярных пеп-
тидных продуктов массой 1–3 кДа, фрагментов и метилированных модификаций ранее известных
антибактериальных пептидов Galleria mellonella, а также шести неизвестных пептидов, проявляю-
щих бактерицидную активность по отношению к грамотрицательным бактериям Escherichia coli.
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ВВЕДЕНИЕ
Алкилгидразины – токсичные вещества пер-

вого класса опасности, обладают нейро- и гепато-
токсическими свойствами, воздействуют на им-
мунную систему человека и способны полностью
подавлять синтез иммуноглобулинов [1]. Разви-
тие иммунодефицитов – основная причина уве-
личения инфекционной патологии и паразитар-
ных болезней у населения территорий вблизи
космодромов [2, 3]. Метаболизм алкилгидрази-
нов в организме животных и человека до конца не
изучен, поэтому в рекомендациях ВОЗ, касаю-
щихся гигиенических критериев состояния окру-
жающей среды, проблема изучения и предотвра-
щения токсичного воздействия гидразинов и дру-
гих компонентов ракетного топлива на человека
и экосистему определена как приоритетная. Не-
смотря на достаточно большой объем исследова-
ний, проведенных с несимметричным диметил-
гидразином (НДМГ) и его производными, все
еще остается ряд невыясненных вопросов, каса-
ющихся механизма взаимодействия гидразинов с
биополимерами и взаимосвязи состава биологи-
ческих жидкостей организма с их физико-хими-
ческими свойствами.

Насекомые, в частности, личинки гусениц
Galleria mellonella L (GM) широко используются в
качестве модельных живых организмов при ис-
следовании иммунного ответа на воздействие
токсичных соединений [4–6]. В ответ на внешний
раздражитель в организме насекомых образуется

целый букет разнообразных веществ, которые не-
медленно нейтрализуют бактерии, грибки или
вирусы. Врожденная иммунная система GM про-
изводит множество пептидов бактерицидного и
противогрибкового действия, которые действуют
на клеточную мембрану агрессоров, вызывая ее
проницаемость или даже распад благодаря сорб-
ции на поверхностности мембраны и порообразу-
ющему действию [5–7]. Биоактивные пептидные
продукты, получаемые на основе иммунных ре-
акций насекомых, являются основой для разра-
ботки новых фармакологических средств [7].

В работах [3–6, 8] проводилось исследование
иммунного ответа GM на воздействие различных
грамотрицательных и грамположительных бакте-
рий и грибов, были идентифицированы пептиды
в гемолимфе гусениц. Работы авторов [9–13] по-
священы оптимизации условий разделения и
идентификации пептидных смесей GM. Была раз-
работана методология хроматографического раз-
деления индуцированных пептидов и их масс-
спектрометрической идентификации, обнаруже-
ны новые антимикробные пептиды, оказываю-
щие влияние на скорость метаболических процес-
сов. Комбинация методов обращенно-фазовой вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии
(ОФ ВЭЖХ) и масс-спектрометрии с матрично-ак-
тивированной лазерной десорбцией/ионизацией
(МАЛДИ-МС) при исследовании пептидов суще-
ственно облегчает их поиск в сложных смесях, по-
скольку позволяет проводить фракционирование
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целенаправленно, устанавливать аминокислот-
ные последовательности полипептидов путем ин-
терпретации масс-спектров по базам данных и на
веб-сервисах [14–17].

Целью данной работы являлось изучение вли-
яния НДМГ, 1,1-диметилгидразина, и его гидра-
зона с ацетоном на пептидный состав гемолимфы
личинок гусеницы GM путем обнаружения и
идентификации пептидных продуктов, индуци-
рованных организмом в ответ на воздействие ток-
сикантов. Результаты экспериментальных ис-
следований могут внести существенный вклад в
понимание механизма токсичного действия
гидразинов и в разработку средств повышения
иммунитета населения, проживающего в эко-
логически неблагоприятных районах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве объекта исследования использова-

ли личинки гусениц GM, выращенные в питом-
нике Института теоретической и эксперименталь-
ной биофизики РАН по методике [18]. Иммуниза-
цию личинок (38–50 особей) проводили, вводя в
брюшную полость личинки по 5 мкл 1%-ного
водного раствора НДМГ или его гидразона с аце-
тоном (группа № 1) или по 0.5 мкл 0.01%-ного
раствора НДМГ или его гидразона с ацетоном
(группа № 2). Через сутки после иммунизации к
охлажденной гемолимфе выживших личинок GM
добавили кристаллик фенилтиомочевины, инги-
битор протеаз (Inducible serine protease inhibitor 1)
и дистиллированную воду. Затем осадили клетки
и дебрис полученных образцов гемолимфы в цен-
трифуге (10000 об/мин, 15 мин). Белки осаждали
трифторуксусной кислотой (ТФУ) (группа № 1)
или ее 0.4%-ным раствором в метаноле (группа
№ 2). Суспензии разделяли в центрифуге
(13000 об./мин, 15 мин) и отбирали супернатант
(надосадочную жидкость) для проведения ВЭЖХ.
Супернатант группы № 2 дополнительно упари-
вали до 100 мкл на вакуумной центрифуге. Так же
была получена гемолимфа контрольной группы
неиммунизированных гусениц. Супернатант гемо-
лимфы личинок GM, обработанных аналогичным
образом бактериальными иммунизирующими
агентами, по данным [11–13] обогащен преимуще-
ственно антимикробными пептидами. Способы
получения гемолимфы личинок, подготовки образ-
цов к биохимическим и физико-химическим ис-
следованиям подробно описаны в [11]. В настоя-
щей работе в качестве образца сравнения исполь-
зовали пептидную смесь, полученную из
неиммунизированных или раненных стерильной
иглой гусениц.

Разделение антибактериальных пептидов ме-
тодом ОФ ВЭЖХ проводили на колонке Zorbax
Eclipse XDB-С18 (Agilent Technologies, США) раз-
мером 150 мм × 4.6 мм, заполненной SiO2-С18

(размер зерна 5 мкм, диаметр пор 80 Å) и упако-
ванной в жидкостной хроматограф Agilent 1200 с
диодно-матричным детектором и программным
обеспечением ChemStation А.10.02. УФ-спектры
регистрировали при 210–224 и 280 нм. Подвиж-
ная фаза: А – 0.04% ТФУ в воде (V/V), В – 0.04%
ТФУ в ацетонитриле; режим градиентного элюи-
рования: 10% B в диапазоне 0–5 мин, 10–80% B в
диапазоне 5–40 мин, скорость потока 0.5 мл/мин,
температура колонки 25°C, объем вводимой пробы
20 мкл, сбор фракций через каждые 0.5–1.5 мин.

Масс-спектрометрическое исследование
фракций гемолимфы методом МАЛДИ-МС про-
водили с помощью масс-спектрометра UltraFlex
II TOF (Bruker Daltonics, Германия) с азотным ла-
зером (рабочая длина волны 337 нм, частота им-
пульса 20 Гц, энергия ионизации 110 кДж), вре-
мяпролетным масс-анализатором с рефлектоном
и программным обеспечением для сбора и обра-
ботки масс-спектров FlexControl 3.4 и FlexAnaly-
sis 3.4. Ускоряющее напряжение и напряжение на
рефлектроне – 25 и 26.5 кВ соответственно.
Масс-спектры получали в режиме регистра-
ции положительных ионов в массовом диапа-
зоне 0–250 кДа. Для изучения фрагментации ис-
ходных метастабильных протонированных моле-
кул пептидов применяли режим распада за
пределами ионного источника. Масс-спектры
ионов-продуктов регистрировали с помощью ме-
тода FAST (Bruker Daltonics). Точность измерен-
ных моноизотопных масс [M + H]+ в режиме ре-
флектрона составляла 0.007%, точность измерен-
ных усредненных масс в линейном режиме –
0.05–0.1%, точность измеренных масс фрагмен-
тов – 1–2 Да (0.02–0.1%).

Образцы для МАЛДИ готовили на мишенях
AnchorChip с матрицей (2,5-дигидроксибензой-
ной кислотой) от Bruker Daltonics (Германия).
Смешивали 10 мкл пептидного раствора и 0.3 мкл
раствора матрицы (10 мг/мл) в 20%-ном растворе
ацетонитрила в воде с добавкой 0.5%-ного рас-
твора ТФУ. Полученную смесь высушивали на
воздухе при атмосферном давлении.

Для увеличения достоверности идентифика-
ции новых антибактериальных пептидов прово-
дили их гидролиз трипсином. Идентификацию
пептидов осуществляли при помощи программ-
ного пакета Mascot [16]. Поиск проводили по дан-
ным спектров фрагментации метастабильных
протонированных молекул пептидов [M + H]+,
полученным в работе [9], и присутствующих в ба-
зе данных NCBI [17] среди белков всех организ-
мов без указания типа гидролиза или с указанием
на трипсин. При помощи программного обеспе-
чения Biotools 3.0 (опция rapid de-novo sequencing
[15, 19]) сделана разметка спектров по возмож-
ным аминокислотным последовательностям.
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Использовали коммерческие реактивы без до-
полнительной очистки: 1,1-диметилгидразин (98%,
Merck, Германия), ацетонитрил (HPLC-gradient
grad, Aldrich, США), ТФУ (99%, Alfa Aesar, Герма-
ния), метанол, ацетон (Реахим, Россия, “ч. д. а”),
а также тридистиллированную воду, дополнитель-
но очищенную на фильтрах Millipore (Milli-P QG,
Waters). Фенилтиокарбамид, трипсин, низин, це-
кропин B от Sigma (США) имели квалификацию
“для биохимических исследований”. Гидразон
синтезировали по методике [20].

Антибактериальная активность пептидов по
отношению к бактериям Escherichia coli (E. coli),
штамм М17 определялась по размерам зон огра-
ниченного роста тестовых микроорганизмов (на-
личие единичных точечных колоний или отсут-
ствие колоний) вокруг бумажных дисков диамет-
ром 6 мм, пропитанных фракциями гемолимфы
по сравнению с контрольными фильтрами, про-
питанными буферным раствором, не содержа-
щим бактерицидных компонентов [11]. Диски
(8 шт. для каждого образца) предварительно сте-
рилизовали с помощью бактерицидных ламп, про-
питывали анализируемыми фракциями и помеща-
ли на суточные посевы E. coli во влажном состоя-
нии. Посев проводили в микробиологическом
боксе на чашки Петри, которые помещали в термо-
стат при 37°C на сутки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Аддитивная модель удерживания пептидов на

сорбентах основана на предположении, что ха-
рактер их взаимодействия с поверхностью сор-
бентов определяется суммарным эффектом всех
взаимодействующих участков молекул [21].

Контакт пептидных продуктов гемолимфы
GM с гидрофобной неподвижной фазой C18 про-
текает с преобладанием дисперсионных взаимо-
действий и аналогичен процессу сорбции пепти-
дов на липофильной клеточной мембране. На
рис. 1 приведены хроматограммы пептидных
смесей GM до иммунизации и после иммуниза-
ции гидразоном НДМГ с ацетоном (группа № 2),
полученные в условиях градиентного режима ОФ
ВЭЖХ. Разделение пептидов происходит за счет
взаимодействий растворенного вещества с непо-
движной фазой С18 и водно-органическим элю-
ентом. Изменение состава элюента – добавление
ТФУ в ацетонитрил – оказывает значительное
влияние на селективность разделения пептидов в
гемолимфе (рис. 1), способствует постоянному
значению pH в течение всего процесса разделе-
ния и приводит к увеличению времени удержива-
ния пептидов. При этом порядок их элюирования
из колонки не изменяется. Установлено, что ан-
тимикробные пептиды, являющиеся объектами
исследования, элюируются в диапазоне концен-
траций ацетонитрила 45–75%.

В результате иммунизации GM усложняется
хроматографический профиль пептидных смесей
гемолимфы, появляются новые пики и увеличи-
вается интенсивность прежних сигналов, т.е. им-
мунизация личинок приводит к возникновению
иммунного ответа и появлению множества новых
пептидных компонентов в составе гемолимфы.
Это может быть обусловлено как синтезом новых
соединений, так и деструктивными процессами.
Оптимизация условий хроматографирования поз-
волила получать хроматограммы гемолимфы с до-
статочно хорошо разделенными пиками (рис. 2).

В контрольных и иммунизированных смесях
гемолимфы детектированы известные антимик-
робные пептиды GM (табл. 1), которые являются,
как правило, дифильными катионными молекула-
ми с массой около 5000 Да, а также фермент лизо-
цим (14027 Да) и белок аполипофорин-3 (18075 Да).

Экспериментально установлено, что в диапа-
зоне 1.7–5 мин элюируются слабоудерживаемые
низкомолекулярные компоненты антикоагулян-
та в составе образца гемолимфы (ЭДТА и фенил-
тиокарбамид), имеющие максимумы поглоще-
ния в области 210–240 нм, и соединения пептид-
ной природы, появление которых связано с
прохождением хроматографического процесса по
эксклюзионному механизму на макропористом
сорбенте С18 [9, 10].

В диапазоне 5–40 мин появляются сигналы
новых веществ пептидной природы, усиливаются
или исчезают сигналы, характерные для гемолим-
фы контрольной группы гусениц GM (табл. 1). При
разделении образцов гемолимфы иммунизиро-
ванных и неиммунизированных личинок в этом
диапазоне были отобраны фракции через каждые
2 мин. Далее эти фракции были сконцентрирова-
ны и протестированы на биологическую актив-
ность, а их пептидный состав охарактеризован
масс-спектрометрически (табл. 2).

Обнаружено, что все фракции, полученные
после обработки личинок НДМГ и его гидразо-
ном, содержали смеси пептидов, активных про-
тив E. coli (табл. 2). Причем ширина зоны ограни-
чения роста Е. coli была больше при использова-
нии гемолимфы иммунизированных личинок,
чем неиммунизированных.

Хроматограммы и качественный состав фрак-
ций, полученных после иммунизации гусениц
GM 0.01%-ными растворами НДМГ и его гидра-
зона с ацетоном (группа № 2), оказались практи-
чески одинаковы. В пептидных смесях преобла-
дает пептид № 4, содержится большое количество
пептидов №№ 1–3, 6, лизоцима и аполипофори-
на-3 (табл. 2). Наличие одноименных пептидов во
фракциях может быть обусловлено близкими ад-
сорбционными характеристиками биомолекул и
степенью их гидрофобности, химическим срод-
ством к другим молекулам, образованием пептид-
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ных ассоциатов, а также вкладом межмолекуляр-
ного взаимодействия малых и больших пептидов.
Следует отметить, что после обработки GM гидра-
зоном НДМГ с ацетоном среди пептидных про-
дуктов была обнаружена протонированная моле-
кула массой 5380 Да, которая может быть фраг-
ментом ингибитора протеаз, использованного
при подготовке гемолимфы к исследованиям.

Преимущество метода МАЛДИ-МС состоит в
возможности анализа сложных смесей биоактив-
ных компонентов без их разделения. В гемолим-
фе личинок GM обнаружены фрагменты извест-
ных пептидов и новые индуцированные пептиды
с массами 3484, 4897, 4969, 6319, 9169 и 9187 Да,
проявляющие антибактериальные свойства по
отношению к Е. coli (рис. 3, табл. 2). Фрагменты
протонированных молекул пептидов № 4 (1825 Да),
№ 5 (1626, 2078 Да) и № 6 (6976 Да), обнаруженные
в гемолимфе после обработки гусениц НДМГ и его
гидразоном, были детектированы в [9] после им-
мунизации личинок GM бактериями B. cereus и
E. coli.

В составе антимикробных фракций пептидных
продуктов (табл. 2) присутствуют два неизвест-
ных ранее пептида с массами 4897 и 4969 Да, от-
личающиеся концевым фрагментом 72 Да (ала-
нин). Спектры фрагментации этих протониро-
ванных молекул (рис. 4) имеют сходство с

фрагментацией пептида № 2 (Lebocin-like anionic
peptide 1). Определяются три разрыва пептидной
связи, обусловленные, по-видимому, аспараги-
новыми и глутаминовыми кислотами. Однако
разрывы локализованы в иных положениях пер-
вичной структуры, чем у пептида № 2, поэтому
данные пептиды не являются его производными.

В случае иммунизации высокими концентра-
циями НДМГ и его гидразона с ацетоном (группа
№ 1) методом МАЛДИ-МС детектирована ин-
дукция известных антибактериальных пептидов
(табл. 1) и их фрагментов, а также большое коли-
чество неизвестных пептидов массой до 3000 Да
(табл. 3). Количество низкомолекулярных пепти-
дов уменьшается при введении меньших коли-
честв НДМГ и его гидразона (группа № 2). Обра-
зование большого числа неизученных пептидов, а
также фрагментов известных антимикробных
пептидов связано, по-видимому, с окислительно-
восстановительной деструкцией пептидов и им-
мунным ответом гемолимфы GM на воздействие
токсикантов.

Исследование процессов распада метаста-
бильных протонированных молекул пептидов,
ускоренных в ионном источнике, дает информа-
цию об их фрагментации. Спектры фрагмента-
ции очень характерны и позволяют идентифици-
ровать пептиды как по базам данных, так и путем

Рис. 1. Хроматограммы пептидных смесей гемолимфы Galleria mellonella без иммунизации (а, в) и после иммунизации
0.01%-ным водным раствором гидразона НДМГ с ацетоном (б, г) в режимах градиентного элюирования растворами,
содержащими ацетонитрил (1, 3) или ацетонитрил с добавкой 0.04% ТФУ (2, 4). Детектирование при 214 нм.
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применения правил фрагментации и поиска со-
ответствия масс обнаруженных ионов различным
аминокислотным остаткам и пептидным фраг-
ментам [15–17, 22]. На этой основе можно иден-
тифицировать последовательность аминокислот
в пептиде. Результаты определения аминокислот-
ной последовательности новых пептидов по ме-
тастабильным протонированным молекулам
[М + Н]+ в спектрах МАЛДИ-МС после распада в
ионном источнике представлены в табл. 3.

При ионизации пептидных молекул их распад
происходит вдоль скелета по пептидным связям, и
заряд локализуется на N- или С-конце (на амино-

или карбоксильной группе). Для МАЛДИ-МС в ре-
жиме рефлектона наиболее характерным являет-
ся разрыв амидной связи CO–NH в пептидах, что
позволяет при анализе масс-спектров их фраг-
ментов сделать выводы не только о молекулярной
массе пептида, но и о его составе и структуре.
Кислотно-индуцированные фрагменты, которые
являются результатом разрыва амидной связи на
С-конце аспарагиновой кислоты D (и, в меньшей
степени, глутаминовой кислоты E), доминируют
в МАЛДИ масс-спектрах аргининсодержащих
пептидов.

Рис. 2. Хроматограммы пептидных смесей гемолимфы Galleria mellonella: 1 – без иммунизации, 2 – иммунизация 1%-
ным водным раствором гидразона НДМГ с ацетоном. Детектирование при 210 нм.
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Рис. 3. Масс-спектры МАЛДИ фрагментации индуцированных пептидов [М + Н]+ массой 3485 (а) и 9188 Да (б), об-
наруженных в гемолимфе Galleria mellonella, иммунизированных 0.01%-ным раствором гидразона НДМГ с ацетоном.
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Для увеличения достоверности идентифика-
ции каждая полученная аминокислотная после-
довательность была протестирована на соответ-
ствие экспериментально определенного времени
удерживания tR и времени удерживания, рассчи-
танного на основании суммарной степени их гид-
рофобности [23, 24]. Найденные корреляции под-
твердили потенциальную возможность пептидов,
указанных в табл. 3, удерживаться на сорбенте в
соответствии со своей относительной гидрофоб-
ностью. Критерий гидрофобности пептидов был
определяющим при оценке надежности их иден-
тификации при проведении de novo секвенирова-
ния [19]. Аминокислотные последовательности,
не соответствующие данному критерию, в табл. 3
не приводятся. Использование эксперименталь-
ной хроматографической информации (в частно-
сти, значений tR) позволяет из нескольких кандида-
тов на возможные аминокислотные последователь-
ности, полученных из спектров фрагментации
метастабильных протонированных молекул пепти-
дов, выбрать те, которые надежно описывают ами-
нокислотный состав пептида.

Исследование методом МАЛДИ-МС первич-
ной структуры Cecropin-D-like peptide и Anionic
antimicrobial peptide 2 позволило установить, что
после иммунизации GM токсикантами появляет-
ся несколько модификаций этих пептидов с раз-
ницей в молекулярной массе 14–15 Да (рис. 5),

т.е. происходит метилирование первоначальных
пептидов, а не их окисление, которое приводило
бы к увеличению массы на 16 Да. Кроме того, в
первичной структуре аминокислот №№ 5 и 6, со-
держащих соответственно 6 и 10 остатков глута-
миновой и аспарагиновой кислот, отсутствуют
метионин М, гистидин Н и триптофан W, по ко-
торым возможно их окисление [17, 21].

Биотрансформация гидразина и его производ-
ных, как известно [1, 2], протекает в печени и ки-
шечнике организмов с участием цитохрома Р450
и флавинсодержащих монооксигеназ, что сопро-
вождается образованием диазометана, метильно-
го радикала и ионов метилдиазония, которые мо-
гут реагировать с биомолекулами [25]. Вероятно,
в результате метаболизма НДМГ в организме гу-
сеницы метилирование пептидов ее гемолимфы
протекает по остаткам глутаминовой D и аспара-
гиновой E кислот, а также по C-концевым ами-
нокислотам. Это предположение связано с пер-
вичными структурами пептидов, так как наблю-
дается зависимость между количеством мест
метилирования (D и E) и числом модификаций
одного антибактериального пептида (рис. 5).

Окислительная деструкция белковых молекул
в результате воздействия НДМГ хорошо известна
и качественно наблюдалась в [25] спектрофото-
метрическими методами. Методом МАЛДИ-МС
подтверждено, что воздействие НДМГ и его гид-

Таблица 1. Антибактериальные пептиды, обнаруженные в составе гемолимфы Galleria mellonella

* Однобуквенный код, где каждая буква – название аминокислоты (в соответствии с международной классификацией),
** N – число аминокислотных остатков в пептиде, *** pI – изоэлектрическая точка.

Номер Пептид Аминокислотная 
последовательность пептида* Масса, Да N** pI***

1 Proline-rich antimicrobial peptide 1 DIQIPGIKKPTHRDIIIPNWNPNVRTQ-
PWQRFGGNKS

4320 37 10.99

2 Lebocin-like anionic peptide 1 EADEPLWLYKGDNIERAPTTADHPIL-
PSIIDDVKLDPNRRYA

4816 42 4.51

3 Defensin (Galiomicin) 1 DTLIGSCVWGATNYTSDCNAECK-
RRGYKGGHCGSFLNVNCWCE

4715 43 7.25

3а Defensin (Galiomicin) 2 DTLIGRCVWGATNYTSDCNAE-
CKRRGYKGGHCGSFLNVNCWCE

4786 43 7.25

4 Proline-rich antimicrobial peptide 2 EIRLPEPFRFPSPTVPKPIDIDPILPHP-
WSPRQTYPIIARRS

4929 42 9.97

5 Cecropin-D-like peptide ENFFKEIERAGQRIRDAIISAAPAVE-
TLAQAQKIIKGGD

4253 39 6.45

6 Anionic antimicrobial peptide 2 ETESTPDYLKNIQQQLEEYTKNFNT-
QVQNAFDSDKIKSEVNNFIESLGKIL-
NTEKKEAPK

6975 60 4.80

7 Defensin-like peptide DKLIGSCVWGATNYTSDCNAE-
CKRRGYKGGHCGSFWNVNCWCEE

4949 44 7.46

8 Cecropin-B-analog WKVFKKIEKIGRNIRNGIVKAG-
PLIAVLGEAKAL

3728 34 11.02
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Таблица 2. Пептидный состав фракций гемолимфы Galleria mellonella, иммунизированных 0.01%-ным раствором
гидразона НДМГ с ацетоном (методы анализа МАЛДИ-МС и ОФ ВЭЖХ), а также ширина зоны задержки роста
Е. coli на фильтрах, пропитанных пептидами фракций (антимикробный тест)

Номер Пептиды в составе 
антибактериальных фракций

Масса молекул
[М + Н]+, Да

Время 
удерживания,

tR, мин

Размер зоны 
задержки роста 

E. coli, мм

5 Cecropin-D-like peptide
Индуцированный пептид

1626
3485

18–20 9.5 ± 1.5

Индуцированный пептид 
Индуцированный пептид

6320
9188

22–24 9.5 ± 2.0

4
5

Proline-rich antimicrobial peptide 2
Cecropin-D-like peptide
Индуцированный пептид 
Индуцированный пептид

1825
2078
6320
9170
9188

24–26 10.3 ± 1.7

1 Proline-rich antimicrobial peptide 1 4321
8400

26–28 8.8 ± 0.5

2
4

Lebocin-like anionic peptide 1
Proline-rich antimicrobial peptide 2
Индуцированный пептид 
Индуцированный пептид

4817
4930
4970
4898

28–30 9.0 ± 0.8

3
4

Defensin 1
Proline-rich antimicrobial peptide 2

4716
4930

30–32 9.8 ± 1.7

5
6

Cecropin-D-like peptide
Anionic antimicrobial peptide 2
Lysozyme

4254
6976

14028

34–36 9.5 ± 0.5

5
6

Cecropin-D-like peptide
Anionic antimicrobial peptide 2
Apolipophorin-3

4254
6980

18076

36–38 9.8 ± 1.5

Inducible serine protease inhibitor 1
Apolipophorin-3

5380
18076

38–40 9.0 ± 0.8

Таблица 3. Аминокислотный состав пептидов массой 1–3 кДа, обнаруженных в гемолимфе Galleria mellonella,
иммунизированных 0.01%-ным раствором гидразона НДМГ с ацетоном

Масса пептида [М + Н]+, Да Аминокислотная последовательность пептидов

1105 PTDERLGYR
1211 CAELEKWWF
1241 GLSVAQGRDALPG
1359 RRGNDNFRLDP
1590 HPTVVAYYCPMYF
1927 RMNYAASPFPSAHPHFV
1948 LYYKKKYKSNYHPNT
2108 DWPTTHTWLFHGKTWPP
2340 GGASGHFNPYDYSYPNSPKWP
2559 CMSMWMCGKSSRIRYMMIHAH
2563 DHWWLSRVNEGCVRSKDLEHP
3256 PGAYYMMKAEMSVTYTACDEAKNYKRFS
3731 PVCGKCSHWAPNDFGNTTHLWVDPDWELKALHG
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разона приводит к существенному изменению со-
става гемолимфы GM: появлению большого ко-
личества низкомолекулярных пептидов, фраг-
ментов и метилированных модификаций исходно
присутствующих антимикробных компонентов.
Появляются также новые антибактериальные
пептиды, выделение и изучение которых позво-
лит в дальнейшем разработать способы защиты

человека от воздействия НДМГ и его токсичных
производных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Методами ОФ ВЭЖХ и МАЛДИ-МС охарак-
теризован пептидный состав гемолимфы личи-
нок гусениц GM после воздействия НДМГ и его

Рис. 4. Масс-спектры МАЛДИ фрагментации индуцированных пептидов [М + Н]+ массой 4898 и 4970 Да, в гемолим-
фе Galleria mellonella, иммунизированных 0.01%-ным раствором гидразона НДМГ с ацетоном.
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Рис. 5. Масс-спектры МАЛДИ модификаций антибактериальных пептидов Cecropin-D-like peptide (а) и Anionic anti-
microbial peptide 2 (б).
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гидразона с ацетоном. Обнаружено большое чис-
ло индуцированных пептидных продуктов мас-
сой 1–3 кДа, ранее известных для GM антибакте-
риальных пептидов массой 5–30 кДа, их фраг-
ментов, а также появление новых пептидных
компонентов, не представленных в базах данных.
Эти пептиды массой 3484, 4897, 4969, 6319, 9169 и
9187 Да проявляют антимикробную активность в
отношении грамотрицательной бактерии Е. coli.
Качественный состав пептидов гемолимфы после
использования НДМГ и его гидразона с ацетоном
практически одинаков, их количественный со-
став зависит от концентрации токсикантов.
Предположено, что воздействие НДМГ на анти-
бактериальные пептиды гемолимфы GM сопро-
вождается протеканием не только деструктивных
процессов, но и метилированием пептидов про-
дуктами метаболизма НДМГ в организме гусениц
по остаткам глутаминовой и аспарагиновой кис-
лот и C-концевым аминокислотам.
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