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Оценка изменения активности карбоксипептидаз под действием 
пептидов продуктов пчеловодства при хроническом стрессе1

Аннотация. За последние несколько лет резко выросла частота заболеваемости 
тревожными и депрессивным расстройствами, поэтому исследование анксиолитиче-
ской активности пептидов различного происхождения является актуальной пробле-
мой. Цель данной статьи — изучить влияние пептидов маточного молочка, трутневого 
расплода и пчелиного меда массой до 5 кДа на активность карбоксипептидаз E и D 
в нервной ткани и надпочечниках крыс в условиях хронического стресса. Для этого 
самцы крыс линии Wistar в течение 16 суток подвергались случайному умеренному 
стрессу и параллельно с этим раз в сутки интраназально получали водные растворы 
перечисленных пептидов в концентрации 300 мкг/кг массы тела. На 17-е сутки живот-
ные были выведены из эксперимента и образцы их тканей были использованы для из-
мерения активности карбоксипептидаз и уровня гормонов стресса в сыворотке крови. 
Было установлено, что ферментативная активность в гипофизе, амигдале и продолго-
ватом мозге под действием пептидов трутневого расплода и маточного молочка ниже 
на 61 % / 70 %, 53 % / 44 % и 37 % / 44 % соответственно, а в гипоталамусе, стриатуме, 
гиппокампе и четверохолмии — выше на 94 % / 172 %, 86 % / 114 %, 116 % / 189 %, 
96 % / 54 % соответственно, по сравнению с животными контрольной группы. Влия-
ния пептидов пчелиного меда на ферментативную активность установлено не было, 
равно как и влияния всех исследованных пептидов на активность карбоксипептидаз 
в надпочечниках и уровня кортикостерона и АКТГ в сыворотке крови.

Таким образом, в результате данного эксперимента было показано, что пептиды про-
дуктов пчеловодства влияют на активность карбоксипептидаз E и D в нервной ткани крыс, 
но не во всех отделах, и не оказывают влияния на работу гипоталамо-гипофизарно-надпо-
чечниковой оси. Полученные данные можно использовать как экспериментальную основу 
для создания биологически активной добавки с анксиолитическим действием.
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Evaluation of changes in the activity of carboxypeptidases 
under the action of peptides of bee products 

under chronic stress2

Abstract. Over the past few years, the incidence of anxiety and depressive disorders 
has increased dramatically, so the study of the anxiolytic activity of peptides of various 
origins is an urgent problem. The purpose of this article is to study the effect of peptides 
of royal jelly, drone brood and bee honey weighing up to 5 kDa on the activity of car-
boxypeptidases E and D in the nervous tissue and adrenal glands of rats under chronic 
stress. For this purpose, male rats of the Wistar line were subjected to random moderate 
stress for 16 days and at the same time, once a day, intranasally received aqueous solutions 
of the listed peptides at a concentration of 300 micrograms / kg of body weight. On day 17, 
the animals were removed from the experiment and their tissue samples were used to mea-
sure the activity of carboxypeptidases and the level of stress hormones in the blood serum. 
It was found that the enzymatic activity in the pituitary gland, amygdala and medulla ob-
longata under the action of peptides of drone brood and royal jelly is lower by 61 % / 70 %, 
53 % / 44 %, and 37% / 44%, respectively, and in the hypothalamus, striatum, hippocampus 
and quadriplegia — higher by 94% / 172 %, 86 % / 114 %, 116 % / 189 %, 96 % / 54 % ac-
cordingly, compared with the animals of the control group. The effect of bee honey peptides 
on enzymatic activity was not established, as well as the effect of all the peptides studied 
on the activity of carboxypeptidases in the adrenal glands and the level of corticosterone 
and ACTH in the blood serum.

Thus, as a result of this experiment, it was shown that peptides of bee products affect 
the activity of carboxypeptidases E and D in the nervous tissue of rats, but not in all depart-
ments, and do not affect the work of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. The obtained 
data can be used as an experimental basis for the creation of a biologically active additive 
with anxiolytic action.

Keywords: royal jelly peptides, drone brood peptides, anxiolytic effect, carboxypepti-
dase E, chronic stress
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Введение

Хронический стресс является одной из ключевых причин форми-
рования депрессивных состояний [7]. Постоянное воздействие 
стрессовых факторов за счет существования нейропластичности 

вызывает изменения в работе нейромедиаторных и пептидергических систем 
в попытке адаптации к неблагополучным условиям среды. Такие изменения 
могут быть опосредованы как за счет изменения количества рецепторов, так 
и за счет изменения активности ферментов процессинга нейроактивных мо-
лекул [17]. Экспериментально доказано, что при депрессивных состояниях 
изменяется не только концентрация АКТГ, кортикотропина, холецистокинина, 
нейропептида Y, вещества P, галанина, вазопрессина, пептида, активирующего 
аденилатциклазу гипофиза, окситоцина [14] и ангиотензина II [8], которые 
участвуют в регуляции работы нейромедиаторных систем, но и активность 
ферментов их процессинга — различных пептидгидролаз (например, пепти-
дил-дипептидаза А, карбоксипептидаза В, карбоксипептидаза Е и т. д.) [18], 
а ввод антидепрессантов приводит к изменению их активности в нервной тка-
ни [3]. Установлено, что карбоксипептидаза Е участвует в процессинге таких 
нейропептидов, вовлеченных в развитие тревожности, как инсулин, проопио-
меланокортин, нейротензин, меланин-концентрирующий гормон, адренокор-
тикотропный гормон, холецистокинин, энкефалин, дополнительно участвует 
в работе глутаминергической и ацетилхолиновой систем через регуляцию 
созревания секреторных везикул в терминалях нейронов [9]. Критическая зна-
чимость работы карбоксипептидазы Е в поддержании нормального функцио-
нирования систем организма установлена через эксперименты с нокаутны-
ми по соответствующему гену мышами и относительно недавно открытым 
BDV-синдромом (Blakemore-Durmaz-Vasileiou syndrome) [4].

Таким образом, со временем находится все больше и больше доказательств 
того, что при депрессии нарушается не только работа дофаминовой системы, 
но также и другие нейрохимические механизмы регуляции работы нервной 
системы, а причинами депрессии могут стать не только внешние факторы, 
но и генетическая предрасположенность (например, мутация в гене карбокси-
пептидазы Е у больных синдромом Альцгеймера ведет к развитию депрессии 
и деменции [6]).

В настоящее время в рамках поиска новых типов антидепрессантов ак-
тивно исследуются на наличие анксиолитической и антидепрессивной актив-
ности пептиды и пептидные гидролизаты белков различного происхождения. 
Способность уменьшать проявления тревоги экспериментально показана 
для широкого спектра пептидов, полученных из растительного и животного 
сырья [13], в том числе пептидов из продуктов пчеловодства [1]. Целью данной 
статьи является изучение способности пептидов маточного молочка, трут-
невого расплода и пчелиного меда при интраназальном введении оказывать 
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воздействие на карбоксипептидазную активность в нервной ткани и надпочеч-
никах крыс в условиях хронического стресса как один из механизмов обеспе-
чения их анксио литического действия.

Материалы и методы исследования

Экспериментальные животные и формирование хронического стресса

В качестве экспериментальных животных использовались самцы крыс 
линии Wistar массой 190–210 гр (n = 8), содержавшиеся в стандартных усло-
виях вивария со свободным доступом к пище и воде, с периодами день/ночь 
по 12 часов, если экспериментом не было предусмотрено иное. Для формиро-
вания стрессового состояния использовался метод случайного непредсказуе-
мого мягкого стресса: на животных воздействовали в течение 16 суток случай-
ными стрессовыми факторами (по 2 фактора в сутки), такими как оставление 
без воды на 24 часа, нарушение режима день/ночь (свет 24 часа), содержание 
в темноте в течение 5 часов в период дня, иммобилизация на 50 минут, по-
мещение клетки на 1D-шейкер (300 rpm), содержание при 4 °С в течение 
60 минут, плавание без возможности выбраться из сосуда с водой в течение 
5 минут. Параллельно с воздействием стрессовых факторов животные опыт-
ных групп каждый день интраназально получали водные растворы пептидов 
маточного молочка, трутневого расплода и пчелиного меда в концентрации 
300 мкг/кг массы тела объемом 8 мкл, животные контрольной группы получали 
0,9-процент ный р-р NaCl в том же объеме.

Для оценки сформированности стрессового состояния на 1, 5, 10 и 15-е сут-
ки животные контрольной группы прошли тест «Приподнятый крестообразный 
лабиринт»: в течение 8 минут измерялось время, проведенное каждой крысой 
в открытых и закрытых рукавах установки.

На 17-е сутки после очередного введения образцов пептидов животные 
всех групп были выведены из эксперимента, а гипофиз, гипоталамус, стриа-
тум, гиппокамп, амигдала, четверохолмие, продолговатый мозг, надпочечники 
и сыворотка крови были изъяты для дальнейшего изучения в них активности 
ферментов обмена нейропептидов и концентрации гормонов стресса.

Получение пептидов

Вводимые водные растворы пептидов были получены методом, описанным 
ранее [2]. Если кратко, то водные растворы маточного молочка, пчелиного 
меда и водный гомогенат личинок трутневого расплода были профильтрованы 
через ультрафильтрационную мембрану с порогом молекулярной массы 5 кДа. 
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Полученный фильтрат был очищен от примесей ионообменной хроматогра-
фией на DEAE-целлюлозе и обессолен на сефадексе G-25.

Определение карбоксипептидазной активности, концентрации 
стрессовых гормонов и статистическая обработка данных

Для определения общей активности карбоксипептидаз E и D в образ-
цах, полученных от экспериментальных животных, был использован метод, 
основанный на измерении интенсивности флюоресценции продукта реак-
ции [15]. В качестве субстрата был использован модифицированный три-
пептид дансил-фен-ала-арг. Для проведения реакции к 50 мкл гомогената 
изучаемой ткани добавляли либо 150 мкл 50 мМ натрий-ацетатного буфера 
с 50 мМ NaCl (pH = 5,6) — опытная проба, либо 140 мкл того же буферного 
раство ра и 10 мкл 25 мкМ водного раствора GEMSA (ингибитор) — контроль-
ная. Пробы инкубировали при 37 °С в течение 60 минут, после чего добав-
ляли 50 мкл 1 М р-ра HCl для остановки реакции. Для экстракции продук-
та — дансил-фен-ала — к пробам приливали 1,5 мл хлороформа и интенсивно 
встряхивали в течение 1 минуты, после чего центрифугировали при скорости 
1000 об/мин в течение 10 минут. Флюоресценцию хлороформенной фазы из-
меряли при λex = 360 нм и λem = 530 нм в кювете с длиной оптического пути 1 см 
против холостой пробы. Концентрацию белка в пробах определяли методом 
Лоури. Активность фермента определяли по разнице флюоресценции между 
опытными и контроль ными пробами и выражали в нмоль дансил-фен-ала, 
обра зовавшегося за 1 минуту в пересчете на 1 мг белка.

Концентрацию кортикостерона и адренокортикотропного гормона в об-
разцах сыворотки крови измеряли с помощью коммерческих наборов методом 
ИФА.

Статистическую обработку полученных данных проводили с использо-
ванием ПО LibreOffice Calc: рассчитывали средние значения в повторностях, 
коэффициенты стандартного отклонения и t-критерий Стьюдента в качестве 
показателя достоверности различий между сравниваемыми параметрами.

Результаты исследования

Оценка сформированности хронического стресса

Результаты по измерению поведения опытных животных в тесте «При-
поднятый крестообразный лабиринт» для оценки уровня сформированности 
хронического стресса и тревоги представлены на рисунке 1. Анализ получен-
ных данных позволяет заключить, что за время моделирования хронического 
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стресса у животных контрольной группы статистически достоверно снизилось 
на 30 % время нахождения в открытых рукавах установки, что подтверждает 
успешное формирование состояния тревоги и стресса, так как животные с по-
вышенным уровнем тревоги большее остаются в закрытых рукавах, тем самым 
проявляя тигмотаксис как поведенческую реакцию на стресс.

Карбоксипептидазная активность и концентрация гормонов стресса

Результаты по измерению активности карбоксипептидаз E и D в гипофизе, 
гипоталамусе, стриатуме, гиппокампе, надпочечниках, амигдале, четверохол-
мии и продолговатом мозге представлены на рисунке 2. Было установлено, 
что активность ферментов в исследованных образцах гипофиза, амигдалы 
и продолговатого мозга, полученных от животных, которым вводили пептиды 
трутневого расплода и маточного молочка, по сравнению с группой контроля 
статистически достоверно снизилась на 61 % / 70 %, 53 % / 44 %, и 37 % / 44 % 
соответственно, а в образцах гипоталамуса, стриатума, гиппокампа и четверо-
холмия — повысилась на 94 % / 172 %, 86 % / 114 %, 116 % / 189 %, 96 % / 54 % 
соответственно. Также не было установлено статистически значимого влия-
ния пептидов пчелиного меда на карбоксипептидазную активность во всех 
иссле дованных образцах. Отсутствие изменения ферментативной активности 
в образцах надпочечников свидетельствует, что пептиды не оказывают си-
стемного действия, потому что не всасываются в кровоток через слизистый 
эпителий носовой полости, но оказывают действие напрямую в головном мозге 

Рис. 1. Динамика изменения нахождения опытных животных контрольной группы 
(левая шкала — для времени, проведенном в закрытых рукавах; 

правая — для времени в открытых рукавах)
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Примечание: * — или отсутствие символа p > 0,05, ** — p < 0,05.

Рис. 2. Показатели карбоксипептидазной активности
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либо воздействуя на обонятельные нейроны, либо попадая в ткани головного 
мозга через обонятельные пути. Подобное действие зафиксировано в ряде 
похожих экспериментов по изучению биологической активности пептидных 
препаратов, вводимых интраназально [12], однако в зависимости от механиз-
ма работы пептидов их действие может быть системным и опосредованным 
через различные сигнальные пути, активируемые ими в ЦНС.

Определение активности обеих карбоксипептидаз вместо активности 
конкретного фермента связано с тем, что в нервной ткани экспрессируется 
сразу несколько металлозависимых карбоксипептидаз с аналогичной субст-
ратной специфичностью: карбоксипептидаза В (3.4.17.2), карбоксипепти-
даза Е (3.4.17.10), карбоксипептидаза М (3.4.17.12), карбоксипептида-
за U (3.4.17.20), карбоксипептидаза D (3.4.17.22) и карбоксипептидаза Z 
(3.4.17), которые отщепляют С-концевые лизин или аргинин, активируются 
двухзарядными ионами металлов (цинк, кобальт, магний, кальций), ингиби-
руются либо хелаторами, либо другими традиционно применяемыми инги-
биторами карбкосипептидаз (например, GEMSA). Подбор pH реакционной 
среды позволяет дифференцировать активности этих ферментов, однако кар-
боксипептидазы E и D имеют общий оптимум — 5,5–6,0, поэтому раздель-
ное определение их активностей невозможно осуществить традиционными 
методами [15]. В науч ной литературе недостаточно данных о роли карбокси-
пептидазы D в процессах синтеза и созревания нейропептидов. В настоящий 
момент сущест вуют лишь предположения о роли этого фермента в транс-
порте нейропептидов из комплекса Гольджи в формирующиеся секреторные 
везикулы; данные об этом были получены на культурах клеток гипофиза 
AtT-20 [11], поэтому далее мы сконцентрируемся только на роли карбокси-
пептидазы E в формировании тревожности, так как роль этого фермента 
в функцио нировании пептидергических систем изучена более подробно.

Полученные данные позволяют определить биохимическую основу наблю-
даемого ранее анксиолитического эффекта изученных пептидных фракций 
в условиях хронического стресса [1]. Снижение ферментативной активно-
сти в гипофизе, но повышение активности в гипоталамусе, на наш взгляд, 
позво ляет заключить, что пептиды трутневого расплода и маточного молочка 
не оказывают анксиолитического действия через снижение активности гипо-
физарной части гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой оси — одного 
из главных биохимических механизмов реализации стрессовых реакций орга-
низма. Это предположение также подтверждается отсутствием статистически 
достоверного изменения в уровне кортикостерона и кортикотропина плазмы 
крови у экспериментальных животных (см. рис. 3). Повышение карбокси-
пептидной активности в гипоталамусе означает усиление процессов синтеза 
регуляторных пептидов нейронами данного отдела, однако в случае пептидов 
маточного молочка и трутневого расплода не наблюдается подобного повыше-
ния активности в гипофизе, что свидетельствовало бы об активации подобных 
процессов в этом отделе мозга.
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Рис. 3. Концентрации АКТГ (А) и кортикостерона (В) 
в сыворотке крови экспериментальных животных

Снижение карбоксипептидазной активности в амигдале и продолговатом 
мозге говорит об уменьшении активности пептидергических систем дан-
ных отделов мозга, в работу которых вовлечены карбоксипептидазы E и D, 
что объясняет наблюдаемый анксиолитический эффект. Амигдала, являясь 
ключевым центром мозга, регулирующим реакции страха и тревоги, имеет 
большое количество ГАМК-ергических нейронов, которые экспрессируют 
рецепторы к различным нейропептидам, таким как окситоцин, вазопрессин, 
бомбезин-подобный пептид, кортиколиберин, соматостатин, кальцитонин-
ген родственный пептид, пептид, активирующий аденилатциклазу гипофиза, 
нейрокинин В и нейрокинин 3, часть из которых процессируется с участием 
карбоксипептидазы Е [5]. Снижение ферментативной активности в амигда-
ле, наблюдаемое в данном эксперименте под действием пептидов маточного 
молочка и трутневого расплода, может свидетельствовать о снижении уровня 
хронического стресса и страха. Продолговатый мозг участвует в регуляции 
работы симпатической нервной системы, влияя на тонус скелетной муску-
латуры и работу сердца. В экспериментальных исследованиях показано, что 
в продолговатом мозге находятся пресимпатические нейроны, содержащие 
везикулы с нейропептидами, в процессинге которых участвует карбоксипеп-
тидаза Е: вазоактивный интестинальный пептид, нейропептид Y, холецисто-
кинин, октапептид, нейротензин и энкефалин [16]. Так как продолговатый 
мозг через регуляцию работы симпатической нервной системы задействован 
в регуляции ответа организма на стрессовые воздействия, что особенно важно 
при хроническом стрессе и состоянии хронической тревоги, когда процессы 
возбуждения симпатической нервной системы доминируют над процессами 
торможения, можно заключить, что наблюдаемое снижение активности кар-
боксипептидазы Е обосновывает анксиолитический эффект пептидов маточ-
ного молочка и трутневого расплода. Возможно, что в нашем эксперименте 
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пониженный уровень ферментативной активности физиологически находит 
отражение в снижении тревожности, вызван ное понижением концентрации 
нейропептидов в данном регионе мозга, что приводит к понижению тонуса 
симпатической нервной системы.

Повышение изученной ферментативной активности в гиппокампе и чет-
верохолмии может быть связано с активацией этих структур за счет новизны 
обстановки; известно, что поведенческие тесты приводят к активации ней-
ронных путей в гиппокампе с целью закрепления памяти о навигации в новом 
месте [10]. Активация нейронных структур приводит и к активации ферментов 
процессинга нейропептидов. Например, карбоксипептидаза Е участвует в про-
цессинге нейропептида Y, играющего важную роль в формировании памяти, 
в том числе памяти места в гиппокампе. Повышение изученной фермента-
тивной активности в стриатуме также может свидетельствовать об анкси-
олитическом влиянии пептидов маточного молочка и трутневого расплода, 
так как стриатум обладает тормозной активностью по отношению к напря-
жённой мышечной мускулатуре. Состояние хронического стресса на физио-
логическом уровне характеризуется в том числе и повышенным тонусом 
мускулатуры, и снижение этого напряжения опосредованно через активацию 
стриатума. Повышение карбоксипептидазной активности может свидетельст-
вовать об активации процессов синтеза и созревания нейропептида Y, энке-
фалина, нейротензина и динорфина, то есть активации тормозного действия 
стриатума.

Заключение

В научной литературе накопилось достаточно эмпирических данных, до-
казывающих, что при развитии хронической тревоги и депрессивных со-
стояний в головном мозге изменяется характер работы различных пепти-
дергических систем. Одним из механизмов модуляции работы таких систем 
является влияние на активность ферментов процессинга нейропептидов, в том 
числе карбоксипептидаз Е и D, участвующих в их созревании и упаковке 
в секреторные везикулы. Одним из актуальных направлений в исследова-
нии проблем возникновения тревоги и депрессивных состояний как пато-
логии является изучение биологической активности пептидов природного 
происхождения. В ходе данного эксперимента были полученные данные, 
свидетельствующие о наличии влияния пептидов маточного молочка и трут-
невого расплода массой до 5 кДа на активность карбоксипептидаз Е и D в раз-
личных регионах мозга экспериментальных животных в условиях хрони-
ческого стресса. Полученные результаты можно использовать для создания 
перспек тивной биологически активной добавки, имеющей анксиолитический 
эффект.
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