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Из культуры актиномицета Streptomyces roseoflavus ИНА-Ac-5812 выделен концентрат пептидной
природы с антибактериальной активностью, из которого методом обращенно-фазовой ВЭЖХ по-
лучены 6 фракций. С помощью масс-спектрометрических методов MALDI-TOF и ESI-MSn высоко-
го разрешения установлено, что основными компонентами антибиотического комплекса являются
несколько близких структурных аналогов, предположительно, (глико)пептидной природы. Фрак-
ция, содержащая индивидуальный компонент с массой 1845.788 Да, была охарактеризована спектра-
ми поглощения и флуоресценции, аминокислотным анализом и дериватизацией трис(2,6-диметок-
сифенил)метильным катионом. Исследована активность фракций по отношению к патогенным мик-
роорганизмам. Полученные данные позволяют предположить, что компонент ИНА-5812-2,
относящийся к классу глико- или липогликопептидов, весьма перспективен для дальнейшего изуче-
ния, наряду с другими активными компонентами антибиотического комплекса ИНА-5812.

Ключевые слова: микробные метаболиты, антибиотики, гликопептидные, обращенно-фазовая вы-
сокоэффективная жидкостная хроматография, масс-спектрометрия высокого разрешения.
DOI: 10.7868/S0132342316060075

ВВЕДЕНИЕ
Природные соединения, даже при современ-

ных развитых методах синтетической химии и

высокопроизводительного скрининга, продол-
жают играть ключевую роль в разработке анти-
бактериальных и противоопухолевых средств [1–3].
В частности, следует отметить исследования по-
следних лет в отношении микробных вторичных
метаболитов, которые позволили обнаружить и
установить структуру оригинального нерибосо-
мального пептида тейксобактина [4]. Настоящая
работа посвящена исследованию компонентного
состава антибиотического комплекса, продуци-
руемого штаммом актиномицета Streptomyces ro-

Сокращения: КОЕ – колониеобразующая единица, оф-
ВЭЖХ – обращено-фазовая высоко эффективная жидкост-
ная хроматография, DEAE – диэтиламиноэтил, HRESI-MS –
масс-спектрометрия высокого разрешения с ионизацией
электрораспылением, MALDI-TOF – времяпролетная
масс-спектрометрия с матрично-активированной иониза-
цией, TFA – трифторуксусная кислота.
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seoflavus ИНА-Ac-5812. По данным предваритель-
ного изучения, его компоненты также имеют
пептидную природу и проявляют антибактери-
альную активность [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Антибиотический комплекс из культуры S. ro-
seoflavus ИНА-Ac-5812 получен в результате сорб-
ции на гидрофобной смоле Амберлит ХАD-2 с
последующим фракционированием с помощью
ионообменной хроматографии на DЕАЕ-сефа-
дексе и обращенно-фазовой хроматографии на
сорбенте С-18. Он представляет собой смесь не-
скольких компонентов пептидной природы с го-
лубой флуоресценцией, офВЭЖХ-анализ кото-
рой представляет значительные трудности.

Оптимизация условий офВЭЖХ-хроматогра-
фического разделения компонентов антибиотиче-
ского комплекса ИНА-5812 показала, что наилуч-
шее разрешение пиков наблюдается в изократиче-
ских условиях при концентрации ацетонитрила в
подвижной фазе 30% (по объему) с использованием
в качестве буферной добавки 0.05% TFA, рН 2.4
(рис. 1).

Видно, что даже в оптимизированных услови-
ях в аналитическом масштабе не удается достичь
разделения смеси на индивидуальные компонен-
ты, что свидетельствует об их химическом подо-
бии. Шесть наиболее интенсивных пиков (при
детекции на 363 нм, рис. 1) были накоплены при
разделении 1 мг исходной смеси (10 раз по 0.1 мг)
в найденных условиях изократического элюиро-
вания. Для собранных фракций был исследован
спектр антимикробной активности (табл. 1).

Данные таблицы свидетельствуют, что исход-
ная субстанция и выделенные фракции проявля-
ют антибактериальную активность как в отноше-
нии грамположительной бактерии Micrococcus
flavus (диаметр зоны подавления роста составил
от 8 до 19 мм), так и в отношении грамотрица-
тельной Proteus vulgaris (диаметр зоны подавления
роста 6–15 мм), но все компоненты, как и их
смесь, не обладали антифунгальной активностью
по отношению к условно-патогенным плесневому
грибу Aspergillus niger и к дрожжам Candida albicans.
Для сравнения приведены данные по подавле-
нию патогенов контрольными антибактериаль-
ными (ристомицин, левомицетин) и противо-
грибковыми (нистатин) антибиотиками. Фрак-
ции ИНА-5812 № 1, 2 и 4 обладали наибольшей
антибактериальной активностью.

Рис. 1. Разделение компонентов антибиотического комплекса ИНА-5812 в оптимизированных изократических усло-
виях (см. Эксп. часть); приведены профили с детекцией поглощения при 214 (1), 260 (2) и 363 нм (3), обозначены но-
мера собранных фракций.
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Для проверки возможности ингибирования
антибиотическим комплексом бактериального
биосинтеза белка была использована система, ос-
нованная на двойном флуоресцентном репортер-
ном белке [6]. Однако даже при использовании
гиперчувствительного штамма E. coli JW5503 с
инактивированной системой эффлюкса (TolC) [7]
в качестве носителя репортерной плазмиды, чув-
ствительной к ингибированию рибосом, не на-
блюдалось ни ингибирования роста, ни индукции
репортера.

Фракции, выделенные с помощью офВЭЖХ,
были изучены методами масс-спектрометрии
MALDI-TOF и HRESI-MS для определения ком-
понентного состава (табл. 2).

Из полученных данных видно, что антибиоти-
ческий комплекс состоит из нескольких основ-
ных компонентов близкой массы (1714–1992 Да).
Моноизотопные массы отдельных компонентов
были уточнены с помощью высокоточной масс-
спектрометрии (HRESI-MS). Отметим, что фрак-
ция ИНА-5812-2 состоит, вероятно, только из од-
ного компонента. Заметная антибактериальная
активность сделала эту фракцию первоочеред-
ным объектом для дальнейшего изучения. Была
проведена дополнительная наработка индивиду-
ального компонента ИНА-5812-2 в количествах,
достаточных для биохимических экспериментов.

Для характеризации аминокислотного состава
компонент ИНА-5812-2 был подвергнут кислот-
ному гидролизу, и полученная смесь аминокис-
лот была проанализирована (рис. 2). Установлено
наличие в составе молекулы по 1 остатку аспара-
гиновой кислоты (или аспарагина), серина, про-
лина, аланина, лейцина, тирозина и орнитина,
2 остатков глицина и трех неидентифицируемых

нингидрин-положительных соединений с макси-
мумами поглощения при 440 нм (пик Х1 на хро-
матограмме) и при 570 нм (Х2 и Х3).

Таблица 1. Антимикробная активность исходной субстанции комплексного антибиотика ИНА-5812 и его от-
дельных фракций (рис. 1)

Фракция (рис. 1, кривая 3)

Диаметр зоны подавления роста, мм

Micrococcus 
flavus

Proteus vulgaris Aspergillus niger Candida albicans

1 18 10 0 0
2 14 6 0 0
3 8 0 0 0
4 12 6 0 0
5 8 7 0 0
6 8 7 0 0
Антибиотический комплекс ИНА-5812 19 15 0 0
Растворитель (этанол 50%) 0 0 0 0
Ристомицин 19 – – –
Левомицетин – 25 – –
Нистатин – – 12 14

Таблица 2. Результаты, полученные с помощью мето-
дов MALDI-TOF (А) и HRESI-MS (Б)

Номер 
фракции 
(рис. 1, 3)

А. Наблюдаемые 
ионы [М + Н]+ 

в порядке убывания 
интенсивности 

пиков, Да

Б. Уточненные 
массы 

компонентов, Да

1
1917.6 1916.826
1931.7
1903.0

2 1846.7 1845.788

3
1785.5 1784.783
1799.5 1798.798
1931.5 1930.840

4

1931.4 1930.840
1714.4 1713.745
1945.4
1799.5 1798.798
1860.4

5
1714.4 1713.745
1945.4

6
1860.4 1859.804
1728.4 1727.760
1992.4
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С целью дальнейшей характеризации компо-
нент ИНА-5812-2 был подвергнут дериватизации
избытком трис(2,6-диметоксифенил)метильного
катиона в среде вода–этанол. В этих условиях в
первую очередь подвергаются модификации пер-
вичные амины при первичном атоме углерода,
превращаясь в тритил/акридиниевый катион
(рис. 3) [8, 9]. Реакция дала один основной про-
дукт, который может быть выделен с помощью
ВЭЖХ. Масса полученного производного 2204.8 Да
(рис. 4), т.е., инкремент массы по сравнению с
исходной молекулой составил, как и ожидалось,
составил 359 Да. Предположительно, дериватиза-

ция происходит по боковой аминогруппе орни-
тина – незатрудненной первичной аминогруппе.

В спектрах поглощения и флуоресценции ком-
понента ИНА-5812-2 (рис. 5) длинноволновое по-
глощение (λmax 364 нм) и эмиссия (λmax 448 нм)
напоминают спектральные параметры липопеп-
тидного антибиотика даптомицина [10], которые
обусловлены присутствием в его составе флуо-
ресцентной аминокислоты кинуренина. Это поз-
воляет предположить наличие в молекуле компо-
нента ИНА-5812-2 кинуренина или его производ-
ного. Молекула даптомицина, как и молекула
компонента ИНА-5812-2, содержит один остаток

Рис. 2. Аминокислотный анализ гидролизата компонента ИНА-5812-2; детекция поглощения при 440 нм (к1) и при
570 нм (к2). Обозначены пики, соответствующие стандартным аминокислотам, аммиаку и неидентифицированным
аминокислотам (Х1, Х2, Х3).
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Рис. 3. Схема дериватизация первичных аминов трис(2,6-диметоксифенил)метильным катионом [8, 9].
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орнитина, но по массе даптомицин (1619.7 Да)
уступает любому из компонентов ИНА-5812.

Компоненты ИНА-5812 были исследованы с по-
мощью фрагментации ионов в источнике и тандем-
ной масс-спектрометрии высокого разрешения в
сочетании с активацией соударением (АС) и иони-
зацией электрораспылением. Сравнение масс-
спектров продуктов фрагментации ионов, соответ-

ствующих основным компонентам в источнике
ионов, подтвердило структурное сходство компо-
нентов антибиотического комплекса (данные не
приведены).

На рис. 6 представлен масс-спектр продуктов
фрагментации компонента ИНА-5812-2, дипро-
тонированный ион которого при молекулярной
массе соединения 1845.788 Да, имеет соотношение

Рис. 4. MALDI-масс-спектр аддукта ИНА-5812-2 с трис(2,6-диметоксифенил)метильным катионом.
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Рис. 5. Спектры поглощения (слева) и флуоресценции (справа) в УФ/видимой области компонента ИНА-5812-2 (рис. 1).
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масса/заряд 923.902 Да. Как видно из спектра, ос-
новными направлениями фрагментации является
элиминирование нейтрального фрагмента, точная
масса которого соответствует остатку пентозы
C5H8O4, а также потеря воды и образование не-
скольких однозарядных ионов малой массы. Ва-
рьирование энергии соударения не позволяет до-
биться существенного увеличения интенсивно-
сти фрагментов средней массы для извлечения
структурной информации при росте интенсивно-
сти фрагментов малой массы. Спектры фрагмен-
тации компонентов в режимах АС (в линейной
ионной ловушке) и высокоэнергетической АС (в
камере соударений высокой энергии) не имеют
существенных отличий от спектров фрагмента-
ции в источнике. Следует отметить, что образова-
ние двухзарядных протонированных ионов и не-
типично малое количество фрагментов в спектре
фрагментации характерно для всех основных
компонентов смеси ИНА-5812.

Можно предположить, что наличие в спектрах
фрагментации компонентов фрагментов малой
массы при практически полном отсутствии фраг-
ментов средней массы свидетельствует о цикли-
ческом строении основной части молекулы (что
весьма характерно для антибиотиков пептидной
природы).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, наличие в молекуле компо-

нента ИНА-5812-2 остатка пентозы и аминокислот
свидетельствует о его гликопептидной природе. Од-
нако, в отличие от известных липопептидных (дап-
томицин), гликопептидных (ванкомицин, эремо-
мицин, ристомицин), липогликопептидных (рамо-
планин, тейкопланин А2) антибиотиков, которые
активны лишь в отношении грамположительных
бактерий, компоненты комплекса ИНА-5812 про-
являют активность и в отношении грамотрица-

тельных бактерий. Липопептидные антибиотики
группы полимиксина, активные в отношении
грамотрицательных бактерий, характеризуются
наличием большого количества остатков 2,4-диа-
минобутановой кислоты (Dab), что не совпадает с
результатами аминокислотного анализа и хими-
ческой дериватизации компонента ИНА-5812-2.
Кроме того, вышеперечисленные (липо)глико-
пептидные антибиотики характеризуются нали-
чием в их молекулах остатков сахаров-гексоз;
лишь в молекуле ристомицина один из пяти угле-
водных остатков является пентозой [11, 12].

Поиск антибиотиков с набором структурных
признаков, аналогичных определенному для
компонента ИНА-5812-2, не дал результатов, что,
принимая во внимание широкий антибактери-
альный спектр действия, делает исключительно
перспективным дальнейшее исследование отдель-
ных компонентов антибиотического комплекса
ИНА-5812 и установление их структуры. В настоя-
щее время ведется разработка методов дальнейшей
характеризации компонентов и их выделения в
индивидуальном виде в количествах, достаточных
для исследования с помощью метода ЯМР.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы. В работе использовали: ацетат ам-
мония, трифторуксусная кислота (TFA), эта-
нол, метанол, ацетонитрил (“Panreac”, Испа-
ния), ацетон, о.с.ч. “9-5” “Химмед” (Россия);
н.-бутанол, ч.д.а., “АО РЕАХИМ” (Россия),
глюкоза (ООО “БиоХимФарм”, Россия), пептон
(ОАО Биомед им. И.И. Мечникова, Россия),
агар (Anhui Suntan Chemical Co., Ltd, Китай). Ре-
агенты готовили, используя воду высшей степе-
ни очистки (18.1 МОм/см), полученную на уста-
новке Milli-Q®Plus “Millipore” (Франция).

Рис. 6. Масс-спектр продуктов фрагментации псевдомолекуляряного иона вещества ИНА-5812-2 в источнике иони-
зации.
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Микроорганизмы, среды, условия культивиро-
вания. Микроорганизм-продуцент Streptomyces ro-
seoflavus ИНА-Ac-5812, питательные среды и
условия культивирования штамма-продуцента
описаны ранее [5, 13].

Получение исследуемого образца. Для выделе-
ния активных компонентов комплексного анти-
биотика из культуры центрифугированием отде-
ляли мицелий, и полученный нативный раствор
объемом 5 л (рН 6.8–7.3) пропускали через ко-
лонку с 500 мл смолы Амберлит ХАD-2 (Serva,
Германия) при скорости 120 мл/см2 ч. По оконча-
нии сорбции колонку промывали дистиллирован-
ной водой (1 л) и элюировали антибиотический
комплекс со смолы смесью ацетон–1-бутанол–во-
да (1 : 1 : 1), подкисленой соляной кислотой до
рН 3.0. Органические растворители элюата упари-
вали в вакууме и из водного остатка компоненты
антибиотика экстрагировали 1-бутанолом, упари-
вали, растворяли в воде и пропускали через колон-
ку с DЕАЕ-Сефадексом (в ОН-форме; 100 г). Ак-
тивные фракции объединяли, удаляли раствори-
тель в вакууме, и антибиотик осаждали из 50%
водно-спиртового раствора ацетоном. Получен-
ный сырец антибиотика хроматографировали на
колонке с обращенно-фазным сорбентом С-18 с
элюцией в градиенте концентрации ацетонитри-
ла (10 → 50%) в воде и после упаривания получали
препарат в виде белого порошка, хорошо раство-
римого в воде, метаноле, ограниченно – в этано-
ле и нерастворимого в других органических рас-
творителях. Из 5 л нативного раствора получали
10 мг вещества; активность препарата в отноше-
нии Bacillus subtilis 6633 АТСС составляла
3000 ед./мг. ТСХ анализ выполняли на пластин-
ках Kieselgel 60 (Merck) в системе 1-пропанол–во-
да (7 : 2). Компоненты антибиотика проявляются
в виде нескольких пятен с голубой флуоресцен-
цией при облучении лампой 360 нм.

Фракционирование антибиотического комплек-
са ИНА-5812 методом офВЭЖХ. Использовался
жидкостной хроматограф Agilent 1200, состоящий
из четырехканального градиентного насоса с де-
газатором, автосамплера, колоночного термоста-
та и диодно-матричного детектора. Разделение
осуществляли с применением колонки Luna
C18(2) 4.6 × 250 мм (5 мкм) производства Phe-
nomenex (США) при скорости потока 1 мл/мин и
температуре колонки 25°С. Сбор и обработка
данных осуществлялась программами ChemSta-
tion B.04.03 и AutoChrome 2012 [14]. Испытуемый
раствор готовили, растворяя навеску сухого об-
разца в смеси метанол/вода (1 : 3) до концентра-
ции 1 мг/мл. В тестовых элюентах для регуляции
pH использовали 0.05% раствор TFA (рН 2.4) или

10 мМ раствор ацетата аммония (рН 7.0). Опти-
мизацию условий элюирования проводили на ос-
нове разработанных ранее методик для разделе-
ния сложных органических соединений с исполь-
зованием программы AutoChrome 2012 [14].
Оптимизированный элюент для изократического
разделения компонентов комплекса ИНА-5812
содержал смесь ацетонитрил–вода (30/70%) с до-
бавкой 0.05% TFA.

Спектры поглощения и флуоресценции. Электрон-
ный спектр поглощения компонента ИНА-5812-2
регистрировали в 96% этаноле на спектрофото-
метре Varian Cary 100; λmax, нм (ε, М–1 см–1): 262
(50000), 364 (8000); спектр флуоресценции – в
концентрация 8 × 10–6 М, λвозб 350 нм.

Дериватизацию трис(2,6-диметоксифенил)ме-
тильным катионом проводили в водно-этанольном
растворе в присутствии триэтиламина действием
раствора гексафторфосфата трис(2,6-диметокси-
фенил)карбения в ацетонитриле [8, 9]. Раствор об-
разца в смеси с раствором матрицы (2,5-дигид-
роксибензойная кислота) наносили в лунку мише-
ни (MTP 384 massive target gold plate T, Bruker
Daltonics, Германия), высушивали на воздухе и
регистрировали MALDI-масс-спектры с исполь-
зованием времяпролетного масс-спектрометра
Ultraflex II TOF/TOF (Bruker Daltonics, Герма-
ния) в режиме регистрации положительно заря-
женных ионов с применением рефлектрона.

Аминокислотный анализ выполняли на амино-
кислотном анализаторе L-8800 (Hitachi, Ltd.) по
стандартной методике [15].

Подготовку образцов для исследования выде-
ленных фракций методом MALDI-TOF проводи-
ли по методике, описанной ранее [16].

Исследование антибиотической смеси ИНА-5812
методом высокоточной масс-спектрометрии
HRESI-MS. Использовали тандемный масс-
спектрометр высокого разрешения Thermo Scien-
tific Orbitrap Elite ETD (ФРГ) с источником иони-
зации ESI в сочетании с жидкостным хроматогра-
фом Agilent 1200, состоящим из четырехканаль-
ного градиентного насоса с дегазатором,
автосамплера и колоночного термостата. Разде-
ление осуществляли на колонке Agilent ZORBAX
Eclipse XDB C18 2.1 × 100 мм (3 мкм) при температу-
ре колонки 35°С и скорости потока 0.5 мл/мин. Для
увеличения достоверности компонентного анализа
использовали несколько форм градиента в системе
вода-ацетонитрил. В качестве буферной добавки
использовали 0.1% TFA. Спектры фрагментации
компонентов регистрировали в режиме фрагмен-
тации в источнике. Ошибка измерения масс
ионов составляла не более 1 м.д.
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Определение антимикробного спектра действия
осуществляли методом диффузии в агар-агар на
чашках Петри с тест-культурой [17]. На бумажные
диски наносили по 10 мкл раствора каждого ис-
следуемого образца, растворенного в 50% водном
этаноле. В качестве тест-культур использовали
представителей разных групп тест-организмов: из
грамположительных бактерий M. flavus NCTC
8340, грамотрицательных – P. vulgaris 206 и из
микромицетов – плесень A. niger INA 00760 и
дрожжи – C. albicans INA 00763. Бактерии M. fla-
vus и P. vulgaris выращивали на органической сре-
де МПА, дрожжи и плесени на среде Сабуро. Для
получения газона с тест-культурой суточные
культуры бактерий и грибов, выращенные в про-
бирках на скошенных агаровых средах вышеука-
занного состава, ресуспендировали в физиологи-
ческом растворе в количестве 1 млрд/мл (по бак-
териальному стандарту мутности), доводили до
посевной дозы (~105 КОЕ/мл) в одну чашку Пет-
ри при глубинном культивировании [18]. В каче-
стве стандарта на диски наносили коммерческие
препараты антибиотиков: нистатин (Sigma) в ко-
личестве 20 мкг/диск в опытах с A. niger и C. albi-
cans, ристомицин и левомицетин (HiMedia Labo-
ratories Limited, Mumbai) в опытах с M. flavus и
P. vulgaris (по 30 мкг/диск) соответственно. Дис-
ки, пропитанные исследуемыми образцами и
препаратами антибиотиков, накладывали на за-
сеянный тест-культурами газон в чашках Петри,
затем инкубировали в термостатах в течение 24 ч
при 37°С с M. flavus и P. vulgaris, а при 28°С в тече-
ние 36 ч – с A. niger и C.albicans. Антимикробную
активность образцов устанавливали по диаметру
зоны подавления роста (в мм) тест-микроорга-
низмов на поверхности газона в чашках Петри.
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The concentrate with antimicrobial activity was isolated from the culture broth of Streptomyces roseoflavus
INA-Ac-5812, further fractionation by reversed-phase HPLC gave 6 fractions. By using precision mass-spec-
trometry methods MALDI-TOF and ESI-MSn it was established that the main components of complex an-
tibiotic are several closely related compounds, presumably of glycopeptide nature. Fraction containing indi-
vidual component with mass 1845.788 Da was characterized by UV/Vis-spectrum and fluorescence spec-
trum, amino acid analysis and derivatization with tris(2,6-dimethoxyphenyl)methyl cation. The activity of
fractions against pathogenic microbes was studied. The obtained results prompting suggest that the antibiotic
complex INA-5812 are new, very promising for further study, type of glyco- or lipoglycopeptide antibiotic.

Keywords: microbial metabolites, glycopeptide antibiotics, high performance liquid chromatography, high-resolu-
tion mass spectrometry
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