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Антимикробные пептиды (АМП) широко
распространены среди животных и играют ре-
шающую роль в их иммунной защите (Simmaco et
al., 1994, 1998; Zhang, Gallo, 2016). В связи с низ-
ким цитотоксическим действием на клетки чело-
века (Attoub et al., 2013), ряд АМП представляет
собой хорошую альтернативу антибиотикам. Сре-
ди 5000 АМП, известных к 2012 г., треть была по-
лучена из кожи амфибий (Barra, Simmaco, 1995;
Novković et al., 2012; Rollins-Smith, 2023). В базе
данных «DADP» (the database of anuran defense

Введение. Известно, что антибиотикоре-
зистентность бактерий возникает из-за неконтро-
лируемого применения антибиотиков при лечении
инфекционных заболеваний, в том числе в сельс-
ком хозяйстве. Множественная лекарственная ус-
тойчивость бактерий представляет собой боль-
шую угрозу для здоровья человека (Dodds, 2017;
Saha, Sarkar, 2021; Uddin et al., 2021), что делает
поиск новых антибактериальных веществ крайне
актуальной задачей современности (Chen et al.,
2023).

В настоящее время установлено, что АМП
из кожи земноводных имеют эффективную анти-
бактериальную, антигрибковую и антипаразитар-
ную активности (Simmaco et al., 1994; 1998; Zhang,
Gallo, 2016), оказывают терапевтическое действие
при сахарном диабете II типа (Vasu et al., 2017), ин-
дуцируют пролиферативную активность керати-
ноцитов при регенерации кожи (Di Grazia et al.,
2015), а также, вероятно, имеют противоопухоле-
вую активность (Zhou et al., 2018).

В данной работе применен подход, заклю-
чающийся в поиске генов антимикробных пеп-
тидов с помощью биоинформатического анализа

peptides) суммирована информация об 2571 анти-
микробных пептидах, найденных у 167 видов бес-
хвостых амфибий (Novković et al., 2012). Большое
разнообразие АМП в коже амфибий связано с вы-
сокой проницаемостью их кожи и необходи-
мостью выработки защитного секрета от естест-
венных врагов в природе (Barros et al., 2022), что
делает амфибий идеальным объектом для поиска
новых антимикробных веществ.
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Аннотация. Приводятся результаты поиска генов антимикробных пептидов кожных гра-
нулярных желез амфибий в геномных данных, полученных с помощью секвенирования
нового поколения. Биоинформатический анализ геномных данных 36 особей, принадле-
жащих к 10 видам бесхвостых амфибий, выявил последовательности эскулентина, темпо-
рина, ранациклина, брадикинина (кининогена-1) и бомбинина у трех видов амфибий
( , и ). Аминокислотные последова-
тельности данных пептидов были на 87 – 100% сходны с известными последователь-
ностями антимикробных пептидов амфибий. Новые варианты антимикробных пептидов
могут иметь терапевтическое, антибактериальное, антипаразитарное и противогрибкое
действие.
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1865) – 1 экз.; (Stoeck, Schmid,
Steinlein et Grosse, 1999) – 1 экз.

Bufotes baturae

Материал и методы. В ходе работы был осу-
ществлен поиск антимикробных пептидов у 36 осо-
бей, относящихся к 10 видам бесхвостых земновод-
ных, отловленных в 10 местообитаниях: 1. По-
волжье, Республика Марий Эл, г. Йошкар-Ола, ле-
сопарк «Сосновая роща» (56.6181 с.ш., 47.9238 в.д.),

Nilsson, 1842 – 2 экз.,
(Pallas, 1771) – 1 экз.; 2. Поволжье, Пен-

зенская область, участок «Островцовская лесо-
степь» государственного природного заповедника
«Приволжская лесостепь» (52.815 с.ш., 44.4594 в.д.),

– 12 экз.; 3. Поволжье, Ма-
рий Эл, пос. Красный Мост (56.5683 с.ш.,
47.1 в.д.), (Camerano, 1882) – 1 экз.; 4.
Поволжье, Марий Эл, пос. Новотроицк
(56.5525 с.ш., 47.8805 в.д.), – 1 экз.;
5. Дальний Восток, Приморский край, г. Влади-
восток, р. Седанка (43.210 с.ш., 131.990 в.д.),

Nikolskii, 1905 – 2 экз.,
Günther, 1876 – 4 экз.; 6. Дальний Восток, При-
морский край, остров Русский (43.0387 с.ш.,
131.879 в.д.), (Boulenger, 1890) –
2 экз.; 7. Дальний Восток, Приморский край, г. Вла
дивосток, пос. Трудовое (43.309 с.ш., 132.085 в.д.),

-

(Boulenger, 1886) – 4 экз.; 8. Мос
ковский зоопарк, (Cope,

-
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геномных данных, полученных при секвенирова-
нии ДНК,выделенной изкожныхмазков амфибий.

Тримминг полученных последовательнос-
тей проведен в программе Trimmomatic 0.39 (Bol-
ger et al., 2014). Качество ридов оценено с по-
мощью FastQC 0.12.0. Сборка геномных данных
проведена с помощью программы MEGAHIT 1.2.9
(Li et al., 2015). Контиги, содержащие последова-
тельности АМП, идентифицированы с использо-
ванием алгоритмов nBLAST (Altschul et al., 1990)
на основе созданной нами базы данных генов

Мазки с поверхности кожи животных полу-
чены с помощью стерильных ватных тампонов-
зондов и зафиксированы в 96%-ном этаноле. Вы-
деление ДНК проведено на колонках при помощи
наборов Magen HiPure Universal DNA Kit (Magen
Biotechnology, Китай). Конечная концентрация ге-
номной ДНК в растворе определена с помощью
микроспектрофотометра Nano-500 (Allsheng In-
struments, Китай). Отобраны пробы, содержащие
геномную ДНК с концентрацией более 20 нг/мкл.
ДНК-библиотеки подготовлены с использованием
NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit для секве-
нирования нового поколения (NGS). Секвениро-
вание проведено на высокопроизводительной
платформе Illumina NovaSeq 6000 (2x 150 п. н., с
глубиной прочтения 550 млн п. н.).

Результаты и их обсуждение. Для создания
базы данных нуклеотидных последовательностей
АМП амфибий был проведен поиск в нуклеотид-
ной (nucleotide) и белковой (protein) базах данных
GenBank NCBI по 160 наименованиям АМП (Nov-
ković et al., 2012). Всего было найдено 90 нуклео-
тидных последовательностей длиной от 111 до
1098 п. н., принадлежащих генам 42 АМП из кожи
53 видов амфибий. Некоторые АМП встречались в
разных видах амфибий, поэтому число вариантов
АМП было ниже, чем число видов амфибий в базе.

Последовательности эскулентина-1A, вы-
деленного из (Mh556890), и эскулен-
тина-1B, выделенного из (X77833), ока-
зались на 100% идентичными последователь-
ностям эскулентинов, выделенных из семи экзем-
пляров . Также было обнаружено, что
последовательности эскулентина шести других
особей из Поволжья на 94% схожи с
известными последовательностями эскулентинов.
Перевод этих нуклеотидных последовательностей

P. esculentus
P. lessonae

P. ridibundus

P. ridibundus

Нуклеотидные последовательности, соот-
ветствующие зрелым пептидам, были обнаруже-
ны только в 34 контигах. Они относились к пяти
вариантам I, III и V классов антимикробных пеп-
тидов: бомбинин, брадикинин (кининоген-1), эску-
лентин, ранациклин и темпорин. Ранациклин и
эскулентин найдены у озерной лягушки, P. ridi-
bundus R. ar-
valis B. orientalis

, темпорин у остромордой лягушки,
, дальневосточные жерлянки, , об-

ладали антимикробными пептидами III (бомби-
нин) и V (кининоген-1) классов (таблица).

АМП амфибий. Выравнивание и транслирование
нуклеотидных последовательностей проведено с
помощью программы MEGA X (Kumar et al.,
2018). АМП классифициро-ваны на основе струк-
туры сигнальных пептидов в соответствии с опуб-
ликованной базой DADP(Novković et al., 2012).

Поиск АМП обнаружил в геномных сборках
изучаемых видов 4520 контигов, содержащих пос-
ледовательности нуклеотидов, гомологичных ге-
нам 25 АМП: амолопкинин, бомбезин, бомбинин,
брадикинин (кининоген-1), бревинин, кателици-
дин, эскулентин, гегурин, японицин, ливидин,
максимин, нигроаин, нигроцин, нигрозин, одорра-
наин, одорраналектин, одоррегулин, пептид
DK25, препробрадикинин, препропалюстрин,
препротемпорин, ранациклин, ранатензин, темпо-
рин, тианнаненсин и тигеринин. Данные гены об-
наружены у семи видов амфибий и не были най-
дены только у представителей родов ,
и . Большинство последовательностей бы-
ло идентифицировано как сигнальные пептиды,
не содержащие фрагментов, соответствующих зре-
лым пептидам.

Bufo Bufotes
Triprion



Table. Amino acid sequences of antimicrobial peptides (AMP) from anuran amphibians, identified through bioinformatic
analysis of genomic data

Аминокислотные последовательности антимикробных пептидов (АМП) бесхвостых земноводных, обнаруженных
в результате биоинформатического анализа геномных данных

Примечание. Аминокислотные замены подчеркнуты.
Note.Amino acid substitutions are underscored.
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в аминокислотные выявил одну замену (p11; лей-
цин на изолейцин, 2% различий).

Бомбинин из демонстрировал
100% сходство в нуклеотидных последователь-
ностях с дальневосточной жерлянкой из Китая
(LT732575 и Xm053704656). Антимикробные пеп-
тиды класса V (брадикинин) были обнаружены
только для . Сходство с доступными
нуклеотидными последовательностями составило
99.3% (AJ316578), тогда как его аминокислотная
последовательность была идентична референс-
ной для данного вида.

B. orientalis

B. orientalis

Гены темпоринов обнаружены только для
R. arvalis. Сравнение полученных аминокислотных
последовательностей выявило сходство с темпо-
рином из Швеции (QIU80515). Пеп-
тиды отличались на 2 замены из 15 аминокислот
(13%; лизин заменен на аспарагин в 10-й позиции
и серин на аспартат в 11-й позиции).

R. temporaria

Нуклеотидная последовательность гена ра-
нациклина была на 98% идентична
последовательности гена ранациклина HB1

P. ridibundus
P. nig-

romaculatus (MT584032; длина 310 п. н.). Амино-
кислотная последовательность отличалась на 3 из
18 аминокислот (17%) и была идентична амино-
кислотной последовательности ранациклина T,
выделенного из кожи травяной лягушки R. tempo-
raria (P83719).

Следует отметить, что наличие соответст-
вующих нуклеотидных последовательностей не
является прямым доказательством того, что АМП
действительно экспрессируются у данного вида.
Такие данные могут быть получены при транс-
криптомном и биохимическом анализе секретов
серозных желез. Однако геномный анализ упро-
щает и ускоряет поиск новых генов АМП кожного
секрета земноводных и, несомненно, имеет боль-
шой потенциал в открытии новых семейств и даже
классов антимикробных пептидов.
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Abstract: This study presents the results of our searching for antimicrobial peptide genes in the
amphibian skin granular glands using next-generation sequencing. Bioinformatic analysis of 
genomic data from 36 individuals belonging to 10 species of anuran amphibians revealed
sequences of esculentin, temporin, ranacyclin, bradykinin (kininogen-1), and bombinin in three 
amphibian species (Bombina bombina, Rana arvalis, and Pelophylax ridibundus). The amino 
acid sequences of these peptides showed 87–100% similarity to known sequences of amphibian 
antimicrobial peptides. The newly identified variants of antimicrobial peptides may possess 
therapeutic, antibacterial, antiparasitic, and antifungal activities. 
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