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Резюме. Проведена оценка вклада антимикробной активности sIgA, лактоферрина, α-лактальбумина, сыво-

роточного альбумина и лизоцима в общую антимикробную активность сыворотки. Исследованы 66 образцов 

грудного молока, полученных от здоровых матерей в возрасте от 23 до 45 лет на разных сроках лактации. Уста-

новлено, что по мере увеличения периода лактации снижалась не только общая антимикробная активность 

(r = –0,944), но и активность низкомолекулярной фракции, содержащей сумму антимикробных пептидов (r = 

–0,950). Медианный уровень лактоферрина менялся от 3,46 мг/мл в молозиве до 0,94 мг/мл через год после 

начала лактации и коррелировал с активностью сыворотки (r = 0,616). Концентрация sIgA в образцах сыво-

ротки была максимальной в сыворотке молозива (5,01 мг/мл) и резко падала при переходе к зрелому молоку, 

сохраняясь примерно на одном уровне в последующие периоды лактации (1,0 мг/мл). Концентрация сыворо-

точного альбумина значимо снижалась по мере увеличения периода лактации (от 5,52 до 4,68 мг/мл) и кор-

релировала с активностью сыворотки (r = 0,589). Оценка действия очищенного препарата α-лактальбумина 

в диапазоне 5–20 мг/мл методами спектрофотометрии и микроскопии на клетки C. albicans показала отсут-

ствие фунгицидной активности. В то же время очищенные лактоферрин, IgA, лизоцим и сывороточный аль-

бумин демонстрировали прямой фунгицидный эффект. Активность препарата IgA в концентрации, соответ-

ствующей содержанию sIgA в сыворотке молозива на первые сутки после родоразрешения составила 50,0%, 

а через 12 месяцев — 31,0%; лактоферрина — 26,7 и 3,4%; сывороточного альбумина — 15,0 и 17,7%; лизоци-

ма — 0,1 и 1,8%. Таким образом, сумма активностей этих полипептидов в концентрациях, характерных для 

молозива, составляет 91,7%, что сравнимо с общей активностью его сыворотки — 82,4%. Сумма активностей 

указанных полипептидов, типичных для 12 месяцев лактации, равна 53,9%, а общая активность сыворотки 

в этот период составила 64,5%. Итак, наиболее значимыми по антимикробной активности в сыворотке моло-

зива являются IgA и лактоферрин, тогда как спустя 12 месяцев после начала лактации на первый план выходят 

IgA и сывороточный альбумин.

Ключевые слова: грудное молоко, лактоферрин, иммуноглобулин, сывороточный альбумин, антимикробная активность, 
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IN ACTIMICROBIAL ACTIVITY OF BREAST MILK WHEY
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Abstract. The contribution of the antimicrobial activity of sIgA, lactoferrin, α-lactalbumin, serum albumin, and lysozyme 

to the total antimicrobial activity of whey was evaluated. 66 breast milk samples from healthy women aged from 23 to 45 years 

collected at different periods of lactation were studied. It was found that along with proceeding the lactation period, not only 

the total antimicrobial activity (r = –0.944) decreased, but also the activity of the low molecular weight fraction containing 

the sum of antimicrobial peptides (r = –0.950). The median lactoferrin level varied from 3.46 mg/ml in colostrum down 

to 0.94 mg/ml one year after the onset of lactation that correlated with whey activity (r = 0.616). The concentration of sIgA 

was peaked in the whey of colostrum (5.01 mg/ml) and significantly reduced in mature milk, remaining approximately at 

the same level in subsequent periods of lactation (1.0 mg/ml). Serum albumin concentration significantly decreased while 

proceeding through lactation period (from 5.52 to 4.68 mg/ml) and correlated with whey activity (r = 0.589). Evaluating 

effects of the purified α-lactalbumin on C. albicans cells within the range of 5–20 mg/ml by spectrophotometry and micros-

copy showed the absence of fungicidal activity. At the same time, purified lactoferrin, IgA, lysozyme, and serum albumin 

demonstrated a direct fungicidal effect. The activity of the IgA preparation at a concentration relevant to the sIgA content 

in the whey of the first day colostrum was 50.0%, and in the whey after 12 months — 31.0%; lactoferrin — 26.7% and 3.4%; 

serum albumin — 15.0% and 17.7%; lysozyme — 0.1% and 1.8%. Thus, the sum of the activities of these polypeptides at 

concentrations typical for the first-day colostrum was 91.7%, which is comparable to the total activity of this whey — 82.4%. 

The sum of the activities of these polypeptides, typical for 12 months of lactation, was 53.9%, and the total whey activity 

relevant to this period was 64.5%. Therefore, IgA and lactoferrin contribute the most significant antimicrobial activity in the 

whey of colostrum, whereas after 12 month-breastfeeding IgA and serum albumin become most significant.

Key words: breast milk, lactoferrin, immunoglobulin A, serum albumin, antimicrobial activity, Candida albicans

Введение

Грудное молоко служит не только полноцен-

ным источником питания, но и обеспечивает 

противомикробную защиту протоков молоч-

ных желез матери и пищеварительного тракта 

ребенка от патогенной микробиоты. В качестве 

антимикробных агентов грудного молока могут 

выступать как высокомолекулярные, так и низ-

комолекулярные полипептиды. Среди высоко-

молекулярных факторов гуморальной защиты 

обычно упоминают казеин, муцин и иммуно-

глобулины классов A, G и M, причем в наиболее 

высокой концентрации в грудном молоке пред-

ставлен секреторный иммуноглобулин — sIgA — 

от 2 до 5,5 мг/мл [9]. К низкомолекулярным фак-

торам относятся антимикробные (поли)пептиды 

(АМП) — лактоферрин, лизоцим, дефензины, 

кателицидин, лактопероксидаза, дермцидин, 

гепцидин, лактальбумин и др. [5]. Среди АМП 

в наибольших концентрациях в грудном молоке 

встречаются лактоферрин (до 7 мг/мл) [19], лакт-

альбумин (до 4 мг/мл) [11] и лизоцим (до 0,9 мг/

мл) [16]. Кроме того, в грудном молоке присут-

ствует сывороточный альбумин, который по на-

шим данным также обладает антимикробной 

активностью [2]. Показано также, что наиболь-

шая концентрация АМП имеет место в молози-

ве [5]. Недавно с помощью метода спектрофо-

тометрии установлено, что антимикробная ак-

тивность сыворотки грудного молока находится 

в обратной корреляции с периодом лактации, 

то есть наибольшую защиту ребенка от пато-

генов обеспечивает молозиво [4]. Однако от-

сутствуют данные о вкладе наиболее значимых 

антимикробных компонентов и низкомолеку-

лярной фракции сыворотки в общую противо-

микробную активность грудного молока на про-

тяжении всего периода лактации, что и явилось 

целью настоящего исследования.

Материалы и методы

В исследование включены 66 образцов груд-

ного молока, полученных от здоровых матерей 

в возрасте от 23 до 45 лет на разных сроках лак-

тации. Свежесобранные образцы заморажива-

ли до момента получения сывороток при –25°С.

Сыворотки получали в два этапа: 1) обезжи-

ривание путем центрифугирования со скоро-

стью 16 000 об/мин в течение 5 мин; 2) удале-

ние казеина путем подкисления 20% раствором 

лимонной кислоты из расчета 0,06 мл кислоты 

на 4 мл с повторным центрифугированием [3].

Антимикробную активность определяли ме-

тодом спектрофотометрии [7]. Для этого 300 мкл 

сыворотки соединяли с 50 мкл суспензии клеток 

Candida albicans № 927 (коллекция НИИВС им. 

Мечникова), выращенной на плотной глюкозо-

пептон-дрожжевой среде; контрольная проба 

вместо сыворотки содержала 300 мкл физраство-

ра. Суспензию клеток готовили из расчета 1 ми-

кробиологическая петля в 50 мкл физраствора. 

Пробы инкубировали 2 ч при 32°С на шейкере, 
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центрифугировали 5 мин со скоростью 16 000 об/

мин, надосадочную жидкость удаляли, а в осад-

ки вносили по 300 мкл раствора бромкрезолового 

пурпурного в фосфатном буфере рН 4,6. Пробы 

повторно инкубировали 45 мин при 32°С и вновь 

центрифугировали. Осадки микроскопирова-

ли при суммарном увеличении 1750 (ЛОМО, 

Россия) и фотографировали цифровой камерой 

«Sony» (Япония). Из полученных супернатантов 

отбирали по 50 мкл и соединяли с 2,5 мл фос-

фатного буфера (рН 4,6). Оптическую плотность 

полученных растворов оценивали на спектро-

фотометре «Genesys 10SUV-Vis» (США), длина 

волны 440 нм. Для каждой пробы рассчитывали 

среднее значение из трех измерений. Активность 

рассчитывали, как отношение разности между 

оптической плотностью контрольного и опыт-

ного образцов, отнесенной к оптической плот-

ности контрольного образца и выраженной 

в процентах [1].

Низкомолекулярную фракцию, содержащую 

комплекс АМП, получали из сывороток пу-

тем их фильтрации через молекулярные филь-

тры с размером пор 100 kDa (Amicon Ultra-0,5, 

Millipore, Merсk). Для этого в предварительно 

замоченные дистиллированной водой в тече-

ние 1 ч фильтры вносили по 500 мкл сыворот-

ки и центрифугировали со скоростью 16 000 об/

мин в течение 15 мин. Антимикробную актив-

ность полученных фильтратов определяли ана-

логично образцам сыворотки (см. выше).

Активность чистых препаратов лактофер-

рина, лактальбумина и лактопероксидазы, по-

лученных из грудного молока методом ионо-

обменной хроматографии (Лактбио, Москва), 

человеческого сывороточного альбумина (ква-

лификация High Purity, EMD Millipore Corp., 

США), человеческого IgA (Имтек, Россия), 

а также яичного лизоцима (квалификация 

BioChemica, AppliChem, США), оценивали тем 

же способом (см. выше).

Уровень лактоферрина в образцах сыворот-

ки определяли методом иммуноферментного 

анализа с помощью тест-системы «ELISA Kit 

for Lactoferrin (LTF human)» (Cloud-Clone Corp., 

США) в соответствии с прилагаемой инструк-

цией. Тест-система предназначена для опре-

деления лактоферрина в различных биожид-

костях, включая сыворотку грудного молока. 

Разведение сывороток составило 1:1 000 000.

Уровень sIgA в образцах сыворотки оценива-

ли методом иммуноферментного анализа с по-

мощью тест-системы «IgA секреторный-ИФА-

БЕСТ» (Вектор-Бест, Новосибирск), предназна-

ченной для определения данного иммуноглобу-

лина в образцах сыворотки крови. Разведение 

сывороток грудного молока составило 1:10 000.

Концентрацию сывороточного альбумина из-

меряли с помощью набора реагентов «Альбумин 

Абрис+» (НПФ «Абрис+», Санкт-Петербург). 

Метод основан на образовании окрашенных 

комплексных соединений при взаимодействии 

альбумина с бромкрезоловым зеленым в слабо-

кислой среде в присутствии детергента. К 10 мкл 

сыворотки добавляли 2 мл реактива, выдержи-

вали 10 мин при комнатной температуре и из-

меряли оптическую плотность при длине волны 

628 нм. Предварительно с помощью того же на-

бора реагентов оценивали взаимодействие чи-

стого лактальбумина, полученного путем ионо-

обменной хроматографии из грудного молока 

(Лактбио, Москва), с тем же реактивом. Анализ 

показал отсутствие реакции между лактальбу-

мином и указанными выше реагентами.

Расчет продукции и потребления лактофер-

рина, лизоцима, сывороточного альбумина 

и sIgA на первые сутки и через 12 месяцев от на-

чала лактации проводили на основании соб-

ственных данных и данных литературы.

Статистический анализ выполняли с помо-

щью программы Microsoft Excel. Расчет коэф-

фициентов Манна–Уитни, свидетельствующих 

о наличии/отсутствии значимости различий 

между показателями, проводили с помощью 

автоматической программы [6].

Результаты

Образцы сывороток грудного молока раздели-

ли на 5 равноценных групп в соответствии с пе-

риодом лактации: первая группа состояла из сы-

вороток молозива, остальные — из сывороток 

переходного и зрелого молока (табл. 1). Видно, что 

по мере увеличения периода лактации значитель-

но снижалась не только общая антимикробная 

активность, но и активность фракции, содержа-

щей АМП, о чем свидетельствуют соответствую-

щие значения коэффициентов Манна–Уитни. 

При этом обращают на себя внимание высокие 

значения коэффициентов Пирсона, свидетель-

ствующие о наличии положительной корреля-

ции между этими показателями, а также об их 

обратной корреляции по отношению к периоду 

лактации. Однако с возрастом матери ни общая 

антимикробная активность, ни активность АМП 

фракции сыворотки не были связаны.

На одном из наиболее активных образцов сы-

воротки молока проведено исследование его дей-

ствия на клетки C. albicans методом микроскопии: 

в контрольном варианте присутствуют как живые 

(белые) клетки, так и некоторое количество мерт-

вых (желтых клеток) (рис. 1А, III обложка); в про-

бе, обработанной цельной сывороткой — обилие 

клеточного дебриса (полностью разрушенных 

клеток) и немного живых (рис. 1Б, III облож-

ка); в пробе, обработанной низкомолекулярной 

фракцией сыворотки, мертвые клетки явно пре-

обладают над живыми (рис. 1В, III обложка).
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Оценка содержания лактоферрина в изучае-

мых образцах сыворотки показала, что наиболее 

высокие его концентрации имели место в моло-

зиве, причем отмечено его многократное сниже-

ние при переходе к зрелому молоку. Уровень лак-

тоферрина имел высокую положительную кор-

реляцию не только с общей противомикробной 

активностью (табл. 1), но и с активностью АМП 

фракции сыворотки — коэффициент Пирсона 

составил 0,845. Экспериментальные и расчетные 

данные, касающиеся продукции и потребления 

лактоферрина на первые сутки и через 12 меся-

цев от начала лактации приведены в табл. 2.

Оценка действия нативного альфа-лакталь-

бумина в концентрации 5–20 мг/мл метода-

ми спектрофотометрии на клетки изучаемого 

штамма C. albicans показала отсутствие какой-

либо фунгицидной активности. Полученный 

результат подтвержден также методом микро-

скопии — клетки дрожжей оставались интакт-

ными после 2 ч инкубации с этим препаратом.

Концентрация сывороточного альбумина зна-

чимо снижалась по мере увеличения периода лак-

тации и коррелировала с активностью сыворотки 

(табл. 1). Имела место также высокая положи-

тельная корреляция с лактоферрином (r = 0,994). 

Расчет максимальной продукции и потребления 

сывороточного альбумина приведен в табл. 2.

Исследование концентрации sIgA в образцах 

сыворотки показало, что она была максималь-

ной в сыворотке молозива и резко падала при 

переходе к зрелому молоку, сохраняясь при-

мерно на одном уровне в последующие периоды 

лактации (табл. 1). Расчет наибольшей продук-

ции и потребления sIgA приведен в табл. 2.

Концентрацию лизоцима в сыворотке груд-

ного молока в данном исследовании не опре-

деляли. Для расчетов воспользовались данны-

ми [16], где показано, что на всем протяжении 

периода лактации лизоцим меняется от 0,32 мг/

мл в молозиве до 0,85 мг/мл спустя год после 

начала лактации [16]. Наибольшие расчетные 

значения продукции и потребления лизоцима 

приведены в табл. 2.

Фунгицидная активность лактопероксидазы 

при концентрации 2,5 мг/мл составила 12–14%.

Для того чтобы оценить вклад лактоферри-

на, сывороточного альбумина, лизоцима и IgA 

в антимикробную активность сыворотки груд-

ного молока в первые сутки и через 12 месяцев 

после начала лактации, провели определение 

противомикробной активности чистых пре-

паратов этих полипептидов в концентрациях, 

соответствующих их содержанию в молозиве 

и грудном молоке в указанные периоды (табл. 2). 

Полученные данные представлены на рис. 2. 

Сумма активностей этих полипептидов в кон-

центрациях, характерных для односуточного 

молозива, составляет 91,7%, что сравнимо с об- Т
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щей активностью сыворотки для этого периода. 

Сумма активностей в концентрациях, типич-

ных для 12 месяцев лактации, равна 53,9%, что 

также сравнимо с общей активностью в ука-

занный период. Микроскопия образцов клеток 

дрожжей, обработанных этими полипептида-

ми, показала наличие фунгицидного эффекта: 

клетки разрушались с образованием дебриса.

Обсуждение

Фунгистатическое действие грудного моло-

ка было ранее установлено методом посевов [8]. 

Методы спектрофотометрии и микроскопии по-

зволяют оценить фунгицидный эффект любой 

биожидкости по отношению к клеткам микро-

организмов [7]. Ранее этими методами показано 

фунгицидное действие сыворотки грудного мо-

лока на клетки дрожжей C. albicans [4]. В настоя-

щем исследовании получены данные, подтверж-

дающие антимикробную активность цельной 

сыворотки. Кроме того, изучена антимикроб-

ная активность низкомолекулярной фракции 

сыворотки, содержащей АМП. Оказалось, что 

как общая активность сыворотки, так и актив-

ность ее низкомолекулярной фракции обратно 

пропорциональны длительности периода лакта-

ции, но не связаны с возрастом матери.

Одним из основных белков сыворотки груд-

ного молока является лактоферрин, который со-

ставляет до 20% от общего белка сыворотки [14]. 

Он устойчив к протеолизу и выполняет ряд 

функций: участвует в процессах эндоцитоза; вну-

три клеток действует как регулятор экспрессии 

многих генов, в том числе отвечающих за синтез 

цитокинов; способствует поглощению железа 

клетками; является эффективным модулятором 

воспалительного и иммунного ответа. На клетки 

микроорганизмов он действует двоя ко — с одной 

стороны, обедняет среду, связывая ионы желе-

за, с другой — нарушает целостность мембран. 

Известно, что лактоферрин оказывает фунгиста-

тическое действие на клетки C. albicans, подтверж-

денное методом посевов [21]. Полученные нами 

результаты по снижению его концентрации при 

переходе от молозива к зрелому молоку согласу-

ются с данными других авторов [14]. Необходимо 

отметить, что снижение содержания лактофер-

рина (табл. 1) и его доли в общей антимикробной 

активности сыворотки (рис. 2) в процессе лакта-

ции не критично, поскольку за счет увеличения 

объема продуцируемого молока общее потребле-

ние этого полипептида за 12 месяцев кормления 

возрастает почти вдвое (табл. 2).

Альфа-лактальбумин составляет 25–35% 

от сыво роточного белка, а его концентрация 

равна в среднем 4,3 мг/мл в молозиве и 2,6 мг/мл 

через год после начала лактации [14]. Известно, 

что альфа-лактальбумин ингибирует рост мик-

роорганизмов, по-видимому, за счет связыва-

ния ионов кальция, цинка и железа, а пептиды, 

образующиеся при его протеолизе, обладают 

фунгицидным эффектом [15]. В настоящем ис-

следовании установлено, что этот полипептид 

не проявляет непосредственной фунгицидной 

активности.

Лактопероксидаза не вносит существен-

ного вклада в общую антимикробную актив-

ность грудного молока, поскольку содержа-

ние этого полипептида варьирует в пределах 

0,77±0,38 мг/л [21], а в данном исследовании 

установлено, что фунгицидную активность 

этот полипептид проявлял в концентрации 

выше 1 мг/мл.

Считают, что сывороточный альбумин син-

тезируется не молочной железой, а проникает 

в грудное молоко из сосудов [14]. Содержание 

сывороточного альбумина, оцененное нами 

Рисунок 2. Вклад лактоферрина, сывороточного альбумина, лизоцима и IgA в антимикробную 

активность сыворотки грудного молока в первые сутки и через 12 месяцев после начала лактации

Figure 2. An impact of lactoferrin, serum albumin, lysozyme and IgA to the antimicrobial activity of breast milk serum 
on the first day and 12 months after the onset of lactation
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с помощью вышеуказанного реагента, превы-

сило данные, полученные другими исследова-

телями — менее 1 мг/мл [17], что, вероятно, свя-

зано с использованием ими метода препаратив-

ного электрофореза. Ранее нами установлено, 

что сывороточный альбумин в широком диапа-

зоне концентраций проявлял антимикробную 

активность [2]. Изменение содержания этого 

полипептида в процессе лактации не настолько 

значимо, как в случае с лактоферрином (табл. 1), 

но его вклад в общую активность (рис. 2) и су-

точное потребление (табл. 2) значительно повы-

шаются через год после начала лактации.

Лизоцим в связи с низкой его концентраци-

ей в молозиве и зрелом молоке не вносит суще-

ственного вклада в общую активность сыворот-

ки (рис. 2), однако его потребление значительно 

возрастает с увеличением периода лактации 

(табл. 2).

Полученные нами данные по изменению 

концентрации секреторного иммуноглобулина 

класса А на протяжении периода лактации со-

гласуются с результатами других авторов [14]. 

В научной литературе есть данные о фунгиста-

тической активности IgA по отношению к дрож-

жам C. albicans, оцененной методом посевов [10]. 

На моноклональных антителах класса А показа-

но наличие фунгицидной активности против тех 

же дрожжей, установленной тем же методом [13]. 

Однако в современных учебных пособиях и на-

учных публикациях указано, что антитела не-

посредственным микробицидным действием 

не обладают. В настоящем исследовании опыты 

по фунгицидной активности чистого препарата 

иммуноглобулина проводили не на sIgA, а на IgA. 

На основании полученных данных можно под-

твердить, что иммуноглобулин класса А оказы-

вает прямое микробицидное действие на клетки 

C. albicans, которое проявляется в разрушении 

клеточных стенок и мембран этих дрожжей, на-

блюдаемом через 2 ч от начала эксперимента.

Очевидно, что наиболее значимыми по анти-

микробной активности в сыворотке молозива 

являются IgA и лактоферрин, тогда как спустя 

12 месяцев после начала лактации на первый 

план выходят IgA и сывороточный альбумин. 

Известно, что совместное действие АМП может 

носить синергичный характер [18], что не ис-

ключает и взаимного подавления активности 

и подтверждается сравнением суммы активно-

стей отдельных полипептидов с общей активно-

стью сыворотки (рис. 2). Однако данное предпо-

ложение требует дальнейших исследований.
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Иллюстрация к статье «Вклад лактоферрина, сывороточного альбумина и секреторного 
иммуноглобулина класса А в актимикробную активность сыворотки грудного молока» 
(авторы: В.Г. Арзуманян, Т.И. Колыганова, О.А. Свитич, П.В. Самойликов, С.Ю. Конаныхина, 
Т.А. Зайцева, В.В. Зверев) (с. 519–526)
Illustration for the article “An impact of lactoferrin, serum albumin and secretory immunoglobulin A in actimicrobial 
activity of breast milk whey” (authors: Arzumanian V.G., Kolyganova T.I., Svitich O.A., Samoilikov P.V., Konanykhina S.Yu.,  
Zaytseva T.A., Zverev V.V.) (pp. 519–526)

Рисунок 1. Микроскопия клеток C. albicans
Figure 1. Microscopy of C. albicans cells
Примечание. А — контроль — 2 ч инкубации с физраствором; Б — 2 часа инкубации с сывороткой грудного молока; 
В — 2 часа инкубации с фракцией сыворотки ниже 100 kDa. Желтые клетки — мертвые, белые — живые (увеличение 
микроскопа ×1750).
Note. A — control — 2 h incubation with saline; B — 2 h incubation with breast milk serum; C — 2 h incubation with a serum 
fraction below 100 kDa. Dead and live cells are highlighted in yellow and white, respectively (microscope magnification ×1750).

А (A) Б (B) В (C)
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