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Широкое использование антибиотиков и противогрибковых препаратов при лечении дисбиозов влагалища сопровождается 
появлением резистентных штаммов микроорганизмов .  В этой связи актуальной является разработка новых препаратов, в част-
ности, основанных на натуральных антимикробных пептидах (АМП), отличающихся более широким спектром действия и высо-
кой активностью . Цель работы –  изучение возможности использования сывороточных АМП в лечении вагинальных дисбио-
зов различной этиологии на мышиной модели . Методика. Активность АМП фракции сыворотки крови кролика оценивали в 
опытах in vitro  и in vivo . В первом случае проверяли действие АМП на клетки Candida albicans, Escherichia coli  и Staphylococcus aureus 
спектрофотометрическим методом . Данный метод основан на поглощении красителя бромкрезолового пурпурного клетками с 
нарушенной цитоплазматической мембраной и, как результат, снижении оптической плотности надосадочной жидкости в опытных 
вариантах по сравнению с контрольными . Во втором случае оценивали лечебный эффект концентрированного препарата 
сывороточных АМП на мышах, зараженных интравагинально теми же культурами . После заражения мышей пролечивали 
введением препарата тем же путем,  а результат оценивали методом высевов из влагалища на селективные среды .  Результаты. 
Установлено, что наиболее выраженное действие в опытах in vitro сывороточные АМП оказывали на клетки C. albicans (активность 
составила 32,9 % от контроля), тогда как менее выраженный эффект имел место в отношении E. coli  (23,3 %) и S. aureus (14,4 %) . 
Аналогичная закономерность имела место и в опытах in vivo: высев C. albicans после лечения препаратом АМП составил 44,6% от 
исходного в сравнении с  42,2% после лечения пимафуцином и 90,2% без лечения (плацебо); высев E. coli  — 65,6% от  исходного 
в сравнении с 26,3% после лечения метронидазолом и 94,8% в варианте плацебо; высев S. aureus — 76,9% от исходного в срав-
нении с 11,4% после лечения клиндамицином и 73,0% в варианте плацебо .  Заключение. Наибольшей чувствительностью к 
сывороточным АМП среди изученных видов обладали  клетки C. albicans, а наименьшей  — S. aureus, причем как в опытах in 
vitro,  так и in vivo . Препарат на основе АМП фракции сыворотки крови можно рассматривать как альтернативу традиционным 
препаратам при лечении вагинальных дисбиозов, особенно вульвовагинального кандидоза . 
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Extensive use of antibiotics and antimycotics in the treatment of vaginal dysbiosis may result in emergence of resistant microbial 
strains . Therefore, development of new, broad-spectrum and highly active drugs, particularly based on antimicrobial peptides 
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(AMP) is relevant . The aim of the present study was to evaluate a possibility of using serum AMP in the treatment of vaginal dys-
biosis of different etiology on a murine model . Methods. Activity of the AMP fraction of rabbit serum was evaluated in in vitro and 
in vivo experiments . In the in vitro experiment, the effect of AMP on Candida albicans, Escherichia coli, and Staphylococcus aureus 
cells was measured spectrophotometrically . This method was based on uptake of the bromocresol purple stain by cytoplasmic 
membranes of destroyed cells, which resulted in decreased optical density of the supernatant in experimental variants compared 
to the control . In the in vivo experiments, the therapeutic effect of concentrated serum AMP was evaluated in mice intravaginally 
infected with the same microbial cultures . The infected mice were treated similarly with the AMP preparation, and the outcome 
was evaluated using the inoculation of plates with selective media by vaginal material . Results. The serum AMP fraction exerted 
the most noticeable effect in in vitro experiments on C. albicans cells (activity 32 .9 % of control) vs . lower effects on E. coli (23 .3 %) 
and S. aureus (14 .4 %) . Consistently in the in vivo experiments, the abundance of C. albicans colonies was 44 .6% of the initial value 
after the AMP drug treatment compared to 42 .2% after the pimafucin treatment and 90 .2% in placebo . The abundance of E. coli 
colonies after the AMP drug treatment was 65 .6% of the initial compared to 26 .3% after the metronidazole treatment and 94 .8% 
in placebo; for S. aureus, the abundance was 76 .9% (AMP) compared to 11 .4% (clindamycin) and 73 .0% (placebo) . Conclusion. 
Among the studied microorganisms, C. albicans had the highest susceptibility to serum AMP while S. aureus was the least suscep-
tible both in in vitro and in vivo experiments . Drugs based on the serum AMP preparation may be considered as a possible alter-
native to traditional medications for the treatment of vaginal dysbiosis, especially for vulvovaginal candidiasis .  
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Введение
Дисбиоз влагалища характеризуется нарушением 

микроэкологического равновесия в данном локусе, со-
провождающегося, с одной стороны, снижением чис-
ленности нормобиоты (лакто- и бифидобактерий), а с 
другой стороны увеличением обсемененности услов-
но-патогенными микроорганизмами. Различают дис-
биоз, вызванный грибами рода Candida (чаще всего C. 
albicans), так называемый вульвовагинальный канди-
доз (ВВК) [1], и бактериальный вагиноз (БВ), при ко-
тором этиологическими агентами  часто являются бак-
терии Staphylococcus aureus  и  Escherichia coli [2]. До-
ступность и бесконтрольный прием лекарственных 
препаратов против ВВК и БВ привели к росту заболе-
ваемости и формированию устойчивых штаммов эти-
ологически значимых микроорганизмов. 

Естественной преградой на пути распространения 
условно-патогенной микробиоты влагалища являются 
фагоцитирующие клетки, иммуноглобулины и антими-
кробные пептиды/полипептиды (АМП), называемые 
также эндогенными антибиотиками [3]. В защите дан-
ного локуса принимают участие кальпротектин [4], ли-
зоцим [4], лактоферрин [5], псориазин [6], дефензины 
[4], секреторный ингибитор лейкопротеазы [4], катели-

цидин [4] , липокалин [7] и РНКаза [8], причем концен-
трации первых четырех здесь наиболее высоки (104 – 105 

нг/мл). Несмотря на структурное разнообразие меха-
низмов действия АМП в вагинальном секрете, их дей-
ствие приводит к единому результату – деструкции ци-
топлазматической мембраны микроорганизмов [9]. На 
этом свойстве АМП основан разработанный нами ра-
нее метод оценки их суммарной активности1. С помо-
щью данного метода было показано, что при ВВК и БВ 
имело место значительное снижение антимикробной 
активности вагинального секрета по сравнению с кон-
трольными группами женщин [10, 11]. 

На основе представлений о структуре и функции 
АМП разрабатываются новые противомикробные пре-
параты [12]. Синтетические и рекомбинантные анало-
ги АМП находятся в стадии фармацевтических иссле-
дований, включая клинические испытания I – III фа-
зы. Недавно нами проведена оценка синтетического 
аналога кателицидина на модели мышиного ВВК и по-
казана его эффективность [13]. Другим подходом к ре-

1 Арзуманян В.Г., Мальбахова Е.Т., Фошина Е.П. и др. Способ опре-
деления совокупной активности антимикробных пептидов как мар-
кера состояния местного  иммунитета  различных  эпителиальных 
тканей. Патент 2602298, РФ; 2015. 
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шению этой задачи может быть получение комплекса 
АМП из естественных  источников. 

Цель исследования – оценка антимикробной ак-
тивности комплекса натуральных сывороточных АМП 
в экспериментах in vitro и in vivo на мышиной модели 
дисбиозов влагалища. 

Методика
Штаммы микроорганизмов. В работе использовали 

дрожжи Candida albicans№ 927 из коллекции НИИВС 
им. Мечникова, а также бактерии Escherichia coli M-17, 
Staphylococcus aureus Wood 46.  Микроорганизмы для  
экспериментов in vitro и in vivo поддерживали путем пе-
риодических пересевов при температуре 28 ºС, исполь-
зуя  экспоненциально растущие  культуры. Дрожжи 
культивировали на плотной глюкозо-пептон-дрожже-
вой среде (ГПД); S. aureus на агаре ГРМ 10, E. coli на 
агаре Питательном. 

Животные. Все работы с лабораторными живот-
ными проводили в соответствии с «правилами лабо-
раторной практики в Российской Федерации», ут-
вержденными приказом Министра здравоохране-
ния РФ № 708н от 23.08.2010 г. Исследование было 
одобрено локальным этическим комитетом ФГБНУ 
НИИ Вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова. Экс-
перименты проводили на самках белых беспород-
ных мышей в возрасте 8 нед массой 18—20 г из пи-
томника «Андреевка» Центрального питомника РАН 
«Светлые Горы». Животные акклиматизировались к 
новым условиям содержания в течение 7 сут до на-
чала экспериментов. Группы мышей сформирова-
ны из расчета 12 животных в каждой группе. В тече-
ние эксперимента состояние мышей регистрировали  
1 раз в сутки. Запланированную эвтаназию осущест-
вляли с помощью CO2 (вторичный способ эвтаназии 
согласно требованиям Этического Комитета) спустя 
5 нед после начала экспериментов. Для получения 
сывороточной фракции АМП использовали 4 кро-
ликов Шиншилла массой 2 кг, полученных из того 
же питомника. 

Получение препарата сывороточных АМП. Сыво-
ротку от 4 кроликов центрифугировали 5 мин со ско-
ростью 10 000 g и полученный супернатант фильтро-
вали через  молекулярный фильтр «Amicon» (Merck, 
Германия) с диаметром пор100 кДа на центрифуге в 
течение 15 мин при 16 000 g. Фильтрат лиофильно вы-
сушивали и использовали для приготовления лечеб-
ных гелей. Гели, содержащие исследуемый препарат 
АМП, готовили непосредственно перед введением его 
мышам. Навеску вещества растворяли в заранее под-
готовленном 0,7% водном геле агара до 15-кратной 

концентрации по отношению к исходному фильтрату 
(далее именуем эту субстанцию «препарат»). 

Модель  вульвовагинального дисбиоза. Моделирова-
ние  ВВК мышей проводили по методу Фиделя [14] в соб-
ственной модификации. Для этого предварительную 
эстрогенизацию животных проводили путем втирания 
эстрадиола в кожу брюшка, вместо подкожного введе-
ния. В ходе эксперимента мышей эстрогенизировали  
трижды  (табл. 1) путем втирания 200 мг трансдермаль-
ного геля «Эстрожель» (Бельгия), что соответствует при-
мерно 0,125 мкг эстрогена.   В случае моделирования 
вульвовагинального кандидоза мышей заражали путем 
однократного интравагинального введения 20 мкл су-
спензии клеток  дрожжей C. albicans в физиологическом 
растворе в концентрации 106 КОЕ/мл. Лечение живот-
ных препаратами проводили путем 5 кратного ежеднев-
ного интравагинального введения гелей, содержащих 
АМП, в объеме 20 мкл. Препаратом сравнения являлся 
2% вагинальный крем «Пимафуцин» (Астеллас, Нидер-
ланды), лечение которым проводили по той же схеме, 
объем пробы 20 мкл. В вариантах плацебо использовали 
только 0,7% гели агара. Моделирование БВ проводили 
аналогично, заражая мышей культурами E. coli и S. aureus 
в концентрации 108 клеток/мл. Лечение БВ, вызванного 
стафилококком, проводили с помощью 2% вагинально-
го крема «Клиндамицин» (Акрихин, Россия), а эшери-
хиями – 2% кремом «Метронидазол» (Вертекс, Россия).  

Таблица 1

Схема опытов с мышами по суткам

Сутки 
эксперимента Манипуляции

1 Первая эстрогенизация
5 Вторая эстрогенизация
6 Заражение
7 Третья эстрогенизация

12 I высев

13 Первый день лечения + учет результатов 
высева

14 Второй день лечения
15 Третий день лечения
16 Четвертый день лечения

17 Пятый день лечения

19 II высев
20 Учет результатов второго высева
27 III высев
28 Учет результатов третьего высева
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Материал для посева собирали путем трехкратного 
интравагинального введения животным стерильной од-
норазовой микробиологической петли диаметром 1 мм, 
двукратного прокручивания её и  суспендирования со-
держимого петли в 200 мкл стерильного физраствора в 
пробирке Эппендорф. Из каждой пробирки производи-
ли высевы по 10 мкл на чашки Петри с агаризованной 
средой. Чашки инкубировали 1 сут при 32 ºС, после че-
го учитывали выросшие колонии. Результаты первого 
высева принимали за 100 процентов и по отношению к 
ним рассчитывали результаты последующих высевов. 

Определение антимикробной активности кроличьих сы-
вороток. Общую активность сывороток определяли, со-
единяя 300 мкл нативной сыворотки в пробирках типа 
Эппендорф с 50 мкл суспензии дрожжей C. albicans № 
927 в концентрации 1010 КОЕ/мл  либо суспензии бакте-
рий в концентрации 1012 КОЕ/мл. Для определения ак-
тивности АМП фракции сыворотки фильтровали через  
молекулярный фильтр «Amicon» (Merck, Германия) с ди-
аметром пор100 кДа на центрифуге в течение 15 мин при 
16 000 g, после чего 300 мкл фильтрата также соединяли 
с 50 мкл суспензии микроорганизмов.  Контрольная про-
бирка вместо фильтрата содержала 300 мкл физраствора. 
Пробирки инкубировали 2 ч при 32 градусах на шейке-
ре, затем центрифугировали 5 мин при 10000 об/мин, су-
пернатанты удаляли, а к осадкам добавляли по 300 мкл 
раствора бромкрезолового пурпурного в фосфатном бу-
фере рН 4,6. После этого пробирки инкубировали еще 45 
мин при 32 ºС на шейкере и центрифугировали 5 мин при 
10 000 g. По 50 мкл супернатантов соединяли с 2,5 мл фос-
фатного буфера рН 4,6; оптическую плотность получен-
ных растворов измеряли на спектрофотометре “Genesys 
10S UV-Vis” (США) при длине волны 440 нм; из 3 изме-
рений для каждой пробы вычисляли среднее значение 
оптической плотности. Расчет активности  производили 
по формуле:   

А = (ОПконтр. – ОПопыт.)* 100 / ОПконтр.,
где    ОПконтр. – это оптическая плотность смеси из 

контрольной пробирки;    ОПопыт.  – это оптическая 
плотность опытного образца.   

Статистический анализ проводили с помощью про-
граммы Microsoft Excel. Расчёт коэффициентов Ман-
на–Уитни, свидетельствующих о наличии/отсутствии 
значимости различий между показателями, проводи-
ли с помощью автоматической программы [15].

Результаты и обсуждение
Эксперименты подразделялись на исследования in 

vitro и in vivo. Первые представляют собой оценку про-
тивомикробной активности фракций кроличьей сыво-
ротки против основных видов условно патогенных ми-

кроорганизмов, сопутствующих вагинальному дисбио-
зу, in vivo – касаются оценки активности фракции 
сывороточных АМП кролика, используемой для лече-
ния искусственно воспроизведенных дисбиозов вла-
галища у мышей. Противомикробная активность цель-
ной сыворотки складывается из активности белков 
комплемента, иммуноглобулинов и АМП. Фильтра-
ция через мембрану с диаметром пор 100 кДа приво-
дит к устранению более высокомолекулярных компо-
нентов, а именно белков комплемента ( мол. масса  
большинства из них свыше 100 кДа) и иммуноглобу-
линов (150—500 кДа). 

Из данных табл. 2 видно, что общая активность 
кроличьих сывороток по отношению к разным видам 
микробов (I столбец) варьировала: максимальной чув-
ствительностью к компонентам сывороток обладала 
культура дрожжевых грибов. Статистический анализ 
данных показал, что различия между активностью про-
тив C. albicans и E. coli были статистически значимы 
(табл. 2); тогда как между C. albicans и S. aureus , а так-
же между S. aureus и E. coli не значимы. При сравнении 
активности сывороточных АМП по отношению к из-
ученным видам микроорганизмов установлено, что 
наибольшая чувствительность выявлена у дрожжей C. 
albicans, наименьшая – S. aureus. Различия в активно-
сти сывороточных АМП по отношению к S. aureus и E. 
coli статистически значимы: 0,01 ≤ р ≤ 0,05. На рис. 1 
представлено влияние фракции сывороточных АМП 
кролика на клетки Candida albicans № 927: контроль-
ный образец состоит в основном из живых клеток  
(рис. 1, А), тогда как в образце, обработанном препа-
ратом АМП, клетки в основном погибли (рис. 1, Б).

Мышиная модель вагинального дисбиоза включа-
ла эстрогенизацию животных, однократное заражение, 
пятикратное интравагинальное лечение в течение 5 сут 
препаратом сывороточных АМП и трехкратные высе-
вы – 1 до начала лечения и 2 через 1 и 2 нед от начала 
лечения (табл. 1). Результаты этих экспериментов пред-
ставлены на рис. 2 и в табл. 3.  Очевидно, что наиболее 
выраженным действием препарат АМП обладает про-
тив C. Albicans результаты II высева аналогичны тако-
вым в варианте с традиционным для ВВК препаратом 
– пимафуцином (рис. 2, А).  Менее выраженный эффект 
проявлял препарат АМП в отношении  E. coli – резуль-
таты  II высева были лучше, чем в варианте плацебо, но 
хуже, чем после лечения традиционным препаратом 
«Метронидазол» (рис. 2, Б). Следует отметить однако, 
что различия между вариантами плацебо и лечения пре-
паратом АМП нивелируются к III высеву. Такие выво-
ды  подтверждаются данными табл. 3, в которой пред-
ставлены коэффициенты Манна-Уитни, характеризу-
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Таблица 2

Оценка антимикробной активности фракций кроличьей сыворотки по отношению разным видам микроорганизмов в опытах in vitro.  

Род, вид и номер штамма использо-
ванных микроорганизмов

Общая антимикробная активность 
сыворотки, % (ср. знач. ± ср. откл.)

Активность фракции сывороточных 
антимикробных пептидов,  % (ср. знач. ± ср. откл.)

Candida albicans № 927 84,0 ± 0,8 32,9 ± 2,0*
Escherichia coli M-17 61,8 ± 3,9 23,3 ± 2,1*
Staphylococcus aureus Wood 46 68,0 ± 7,9 14,4 ± 3,3

Примечание. * – статистически значимые различия между Candida albicans и Escherichia coli. р ≤ 0,01

Рис. 1. Клетки Candida albicans до (А) и после (Б) обработки фракцией сывороточных АМП . Белые клетки – живые, желтые – мертвые . Увеличение 
микроскопа ×1750; 1 деление на линейке = 1 мкм; окрашивание бромкрезоловым пурпурным .

А Б

Таблица 3

Оценка значимости различий данных в антимикробной активности препарата фракции антимикробных пептидов из кроличьей 
сыворотки по отношению разным видам микроорганизмов в опытах  in vivo на мышиной модели вагинального дисбиоза

Этиологический 
инфекционный агент

Значимость различий между средним числом колоний в вагинальных высевах в различных вариантах 
экспериментов

2-й высев 3-й высев
Плацебо/АМП Плацебо/традиционный 

препарат
Плацебо/АМП Плацебо/традиционный 

препарат
Candida albicans № 927 0,01< р < 0,05 0,01< р < 0,05 р ≥ 0,05 р ≥ 0,05
Escherichia coli M-17 0,01< р < 0,05 р ≤ 0,01 р ≥ 0,05 р ≥ 0,05
Staphylococcus aureus Wood 46 р ≥ 0,05 р ≤ 0,01 р ≥ 0,05 р ≥ 0,05

ющие значимость различий между вариантами. Наконец 
лечение препаратом АМП вагинального дисбиоза, вы-
званного S. aureus не дало никакого эффекта – II высев 
оказался на уровне варианта плацебо (рис. 2, В, табл. 3). 
Сравнение результатов  in vitro (табл. 2, III столбец) и in 
vivo (II высев) показало наличие обратной корреляции 
высокой силы: коэффициент Пирсона р = - 0,984.  Дру-
гими словами, чем выше активность препарата АМП по 
отношению к микроорганизмам in vitro, тем эффектив-
нее лечение in vivo.  

Различия в величинах активности препарата АМП 
по отношению к разным видам микроорганизмов связа-
ны, в первую очередь, с различиями в структуре их кле-
точной стенки и цитоплазматической мембраны [16]. 
Наиболее яркие различия у представленных здесь микро-
организмов заключаются именно в составе и строении 
клеточных стенок – это хитин, β-глюканы и маннопро-
теины эукариот C. albicans, пептидогликан грамположи-
тельных прокариот S. aureus и липополисахариды грамо-
трицательных прокариот E. coli. Есть данные о большем 
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Методика

А

В

Б

Рис. 2. Высеваемость условно-патогенных микроорганизмов из влага-
лища мышей в процессе лечения традиционными препаратами и фрак-
цией сывороточных АМП .  

Абсцисса — 1, 2 и 3 высевы;  по оси ординат  – среднее число колоний в 
процентах от исходного (т .е . от среднего числа колоний в первом высеве); 
А – результаты по опытам с заражением мышей клетками C. albicans и 
лечением: светлая кривая – без заражения (плацебо); серая кривая – 
заражение C. albicans с последующим лечением сывороточными АМП; 
черная кривая – заражение C. albicans с последующим лечением 
пимафуцином; Б – результаты по опытам с заражением мышей клетками 
E. coli и лечением: светлая кривая – без заражения (плацебо); серая кривая 
– заражение E. coli с последующим лечением сывороточными АМП; черная 
кривая – заражение E. coli с последующим лечением метронидазолом;  
В - результаты по опытам с заражением мышей клетками S. aureus и 
лечением: светлая кривая – без заражения (плацебо); серая кривая – 
заражение S. aureus с последующим лечением сывороточными АМП; 
черная кривая – заражение S. aureus с последующим лечением 
клиндамицином .  

сродстве некоторых АМП к конкретным полисахаридам 
и хитину, однако, они касаются пока только АМП, вы-
деленных от насекомых или синтезированных [16]. Кро-
ме того, разные классы микроорганизмов обладают раз-
личными механизмами устойчивости к АМП. Например, 
есть данные о защите клеток стафилококков с помощью 
адгезина, выделяемого на поверхности клеток этими ми-
кроорганизмами [17]. Адгезин как положительно заря-
женный полимер может формировать отталкивающий 
барьер против положительно заряженных АМП. Несмо-
тря на наличие различных механизмов устойчивости ми-
кроорганизмов к АМП, они не так многообразны и эф-
фективны, как по отношению к антибиотикам, посколь-
ку липидный бислой микробной мембраны не 
обеспечивает значительной устойчивости против заря-
женных молекул АМП. Данные, полученные в настоя-
щем исследовании, подтверждают наличие специфич-
ности АМП против разных видов микроорганизмов. Ка-
кие именно АМП обеспечивают эту специфичность, 
покажут дальнейшие исследования, однако, количе-
ственные данные, касающиеся устойчивости разных 

классов микроорганизмов к сывороточным АМП полу-
чены впервые в данном исследовании. 

Заключение
Предложена и доказана впервые возможность ис-

пользования комплекса сывороточных АМП в каче-
стве лекарственного препарата в лечении дисбиозов 
влагалища. 
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