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Целью настоящего исследования явилось изучение эффектов пептида GHK-D-Ala на механизмы врожденного 

иммунитета и процессы перекисного окисления липидов в условиях инфицированной раны. 
Материалы и методы. Эксперименты выполнены на 80 крысах-самцах Вистар. Инфицированную рану моде-

лировали нанесением на спине полнослойной раны и проведением через 24 часа первичной хирургической обра-
ботки раны с наложением первичного шва. Пептид Gly-His-Lys-D-Ala (GHK-D-Ala) вводили в дозе 0,5 мкг/кг в об-
ласть раны каждый день в течение 30 суток. Изучение фагоцитарной активности нейтрофилов крови проводили 
в спонтанном и стимулированном тесте восстановления нитросинего тетразолия (НСТ-тест). Активность процес-
сов перекисного окисления липидов (ПОЛ) в сыворотке крови оценивали по содержанию малонового диальдегида 
(МДА) и ацилгидроперекисей (АГП). 

Результаты. Введение GHK-D-Ala оказывало положительное влияние в сравнении с контрольной группой как 
на механизмы фагоцитоза, так и на уровень продуктов ПОЛ. Отмечалось достоверное увеличение НСТ-положи-
тельных нейтрофилов в спонтанном тесте на фоне введения пептида на 3-и, 7-е, 10-е и 30-е сутки (p < 0,001), 
а в стимулированном НСТ-тесте на 3-и, 7-е и 10-е сутки (p < 0,001). Функциональный резерв нейтрофилов был до-
стоверно увеличен к 10-м суткам (p < 0,05), а на 30-е сутки был значимо ниже (p < 0,05). Фагоцитарный индекс и 
фагоцитарное число были значимо выше на 3-и и 10-е сутки (p˂0,01). Индекс активности фагоцитов достоверно 
увеличивался на 3-и и 10-е сутки (p < 0,05-0,001). 

Продемонстрировано достоверное снижение концентрации МДА на 3-и, 7-е, 10-е и 30-е сутки (p < 0,001). Отме-
чено значимое снижение содержания АГП на 3-и, 7-е, 10-е и 30-е сутки (p < 0,001). 

Заключение. Установлено корригирующее влияние пептида Gly-His-Lys-D-Ala на фагоцитарную активность 
гранулоцитов и процессы перекисного окисления липидов в условиях инфицированной кожной раны. 

Ключевые слова: Gly-His-Lys-D-Ala; GHK-D-Ala; инфицированная рана; врожденный иммунитет; фагоцитоз; 
перекисное окисление липидов. 
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В настоящее время для стимуляции регене-
рации при раневом процессе используются раз-
личные методы: магнитное, электрическое, ла-
зерное излучение, а также лекарственные пре-
параты общего и местного действия, примене-
ние трансплантатов [1, 6, 18]. При этом актуаль-
ным вопросом представляется изучение воз-
можности использования регуляторных пепти-
дов для воздействия на процессы регенерации 
при кожных ранах [7, 18, 19]. Выгодными пре-
имуществами создания пептидных препаратов 
является их высокая эффективность в сравни-
тельно низких дозах, удобство применения и 
практически полное отсутствие значительных 

побочных эффектов и феноменов привыка-
ния/отмены [7]. 

Известно, что регуляторные пептиды спо-
собны выступать модуляторами функций нерв-
ной, эндокринной, иммунной систем, а также 
могут участвовать в изменении процессов роста 
и дифференцировки клеток [2, 7, 12, 15]. Так, 
например, не вызывает сомнений, что клетки 
помимо гуморальных факторов (цитокины, фак-
торы роста) образуют вторичные сигнальные 
мессенджеры из макромолекул экстрацеллю-
лярного матрикса (ЭЦМ). К подобным потенци-
альным активаторам образования и восстанов-
ления нормального состава ЭЦМ относится мат-
ричный трипептид глицил-гистидил-лизин 
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NH2-Gly-L-His-L-Lys-COOH (GHK) [9, 18, 19]. Этот 
пептид обладает достаточно широким спектром 
биологической активности: модулирует процес-
сы регенерации ткани, проявляет антиокси-
дантные, иммунотропные, противовоспали-
тельные и нейротропные свойства [11, 13, 16, 20]. 

Так, установлено, что при внутрибрюшин-
ном введении пептид GHK в малых дозах спо-
собствовал заживлению эпидермальных повре-
ждений [5, 20]. Ранозаживляющая активность 
этого трипептида в отношении срочных и за-
медленных процессов репаративной регенера-
ции клеток кожи проявлялась в дозе 1,5 мкг/кг, 
не обладающей значимым влиянием на показа-
тели врожденного иммунитета [5]. 

Модификация структуры GHK путем присо-
единения D-аланина к С- или N-концу может 
повышать ее устойчивость к действию протео-
литических ферментов (аминопептидаз и кар-
боксипептидаз) и пролонгировать продолжи-
тельность и выраженность биологических эф-
фектов. 

Целью настоящего исследования явилось 
изучение эффектов пептида GHK-D-Ala на ме-
ханизмы врожденного иммунитета и процессы 
перекисного окисления липидов в условиях ин-
фицированной раны. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  

ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
Эксперименты выполнены на 80 крысах-

самцах Вистар массой 180-240 г в возрасте 
6-8 месяцев, разделенных на группы по 10 осо-
бей. Животные содержались в стандартных 
условиях вивария со свободным доступом к во-
де и пище при 12-часовом световом режиме, 
температуре 22±2 °С и относительной влажности 
воздуха в помещении 40-50%. 

Инфицированную рану моделировали нане-
сением на выбритом от шерсти участке спины 
наркотизированного животного полнослойной 
раны площадью 250 мм2. На рану через 24 часа 
накладывали первичный шов с предваритель-
ным иссечением краев и дна инфицированной 
раны. 

В работе использовали пептид Gly-His-Lys-
D-Ala (GHK-D-Ala), представляющий собой за-
щищенную с С-конца модификацию трипепти-
да Gly-His-Lys (GHK), синтезированный в НИИ 
химии Санкт-Петербургского государственного 
университета. Пептид растворяли в физиологи-
ческом растворе и вводили внутрикожно (в двух 
точках вокруг раны, ежедневно меняя области 
введения по часовой стрелке на 90 градусов) 
в дозе 0,5 мкг/кг в 0,1 мл через 24 часа после мо-
делирования инфицированной раны с последу-
ющим введением той же дозы препарата каж-

дые 24 часа на протяжении 30 суток. В кон-
трольной серии животным в аналогичные про-
межутки времени вводили эквивалентные объ-
емы физиологического раствора из расчета 1 мл 
на 1 кг массы тела. Животных выводили из экс-
перимента путем обескровливания под эфир-
ным наркозом, осуществляя забор крови из пра-
вого желудочка сердца на 3-и, 7-е, 10-е и 30-е 
сутки соответственно с использованием закры-
тых систем для взятия крови S-Monovette® 
(SARSTEDT, Германия) с активатором свертыва-
ния. Пробирки со свернувшейся кровью подвер-
гали центрифугированию в течение 10 минут со 
скоростью 1500 об/мин. Полученную сыворотку 
замораживали при температуре -20 °С. 

Изучение фагоцитарной активности 
нейтрофилов крови проводили с использовани-
ем световой микроскопии путем определения 
поглотительной и переваривающей способности 
нейтрофилов крови по отношению к взвеси 
предварительно меченной трипановым синим 
взвеси пекарских дрожжей после их совместной 
инкубации. Мазки исследовали после 30-минут-
ной и 2-часовой инкубации под иммерсионной 
системой светового микроскопа. Для характери-
стики фагоцитоза применяли фагоцитарный 
индекс (ФИ) – процент нейтрофилов, участвую-
щих в фагоцитозе, фагоцитарное число (ФЧ) – 
среднее количество поглощенных частиц пекар-
ских дрожжей на один фагоцит, индекс актив-
ности фагоцитов (ИАФ) и завершенность фаго-
цитоза. Данные показатели вычисляли в мазках, 
окрашенных по Романовскому. Расчет произво-
дили на 100 нейтрофилов [3]. 

Активность кислородзависимых механизмов 
антиинфекционной защиты в фагоцитах оцени-
вали в спонтанном и стимулированном тесте 
восстановления нитросинего тетразолия 
(НСТ-тест). В качестве стимулятора применяли 
зимозан. При микроскопии определяли количе-
ство клеток (в %), содержащих отложения 
диформазана, из расчета на 100 нейтрофилов. 
Функциональный резерв нейтрофилов рассчи-
тывали как разность показателей стимулиро-
ванного и спонтанного НСТ-теста [8]. 

Активность процессов перекисного окисле-
ния липидов (ПОЛ) в сыворотке крови оценива-
ли по содержанию малонового диальдегида 
(МДА) и ацилгидроперекисей (АГП), которые 
определяли при помощи спектрофотометра 
«Apel 330 PD» (Япония). Для оценки уровня 
МДА использовали наборов реактивов 
«ТБК-Агат». Подсчет концентрации ацилгидро-
перекисей производили, используя смесь гепта-
на и изопропана с добавлением соляной кисло-
ты. Количество АГП выражалось в условных 
единицах [4]. 
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Статистическую обработку проводили с ис-
пользованием пакета прикладных программ MS 
Office Excel 2016 (Microsoft, USA) и программной 
среды вычислений R. Характер распределения 
признаков в статистической выборке определя-
ли с помощью критерия Шапиро-Уилка и кри-
терия Шпигельхальтера, оценку равенства дис-
персий – с помощью критерия Левене. В зави-
симости от типа распределения признаков и 
равенства дисперсий значимость полученных 
результатов оценивали с применением пара-
метрического (ANOVA) или непараметрического 
(критерий Краскела-Уоллиса) однофакторного 
дисперсионного анализа с последующим post-
hoc анализом с использованием непарного 
t-критерия Стьюдента или критерия Манна-
Уитни соответственно. Для устранения эффекта 
множественных сравнений p-значения были 
скорректированы с помощью метода Бенджа-
мини-Хохберга. Результаты считали достовер-
ными при p ≤ 0,05. В зависимости от типа рас-
пределения данные представляли в виде меди-
аны (Me), 25-го процентиля (Q1) и 75-го процен-
тиля (Q3) или в виде среднего (M) и стандартно-
го отклонения (SD). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 
Через 24 часа после первичной хирургиче-

ской обработки (ПХО) раны с наложением шва 
изменение активности кислородзависимых бак-
терицидных механизмов в спонтанном 
НСТ-тесте после введения GHK-D-Ala было од-
нонаправленным (табл. 1). Так, увеличение да-
ного показателя было достоверным уже 
к 3-м суткам (на 54%, p˂0,001) и сохранялось на 
7-е сутки (на 34%, p˂0,001) и 10-е сутки (на 13%, 
p < 0,01). На 30-е сутки показатели в спонтанном 
НСТ-тесте оставались выше значений кон-
трольной группы (на 26%, p < 0,01). 

Подобная направленность эффекта пептида 
отмечена и в стимулированном зимозаном 
НСТ-тесте (табл. 1). Изменения нарастали 
на 3-и сутки (на 57%, p˂0,001), оставаясь стабиль-
но высокими на 7-е сутки (на 36%, p˂0,001) и 
10-е сутки соответственно (на 21%, p˂0,001). При 
этом функциональный резерв нейтрофилов был 
достоверно увеличен к 10-м суткам (на 117%, 
p˂0,05), а на 30-е сутки, напротив, был значимо 
ниже в сравнении с показателями контрольной 
группы (на 64%, p < 0,05). 

Фагоцитарная активность полиморфноядер-
ных лейкоцитов после введения трипептида че-
рез 24 часа после ПХО раны с наложением шва 
также значимо нарастала, что отразилось в уве-
личении значений ФИ на 3-и сутки (на 12%, 
p < 0,01) и к 10-му дню (на 7%, p < 0,01). ИАФ 

также был достоверно увеличен на 3-и сутки (на 
68%, p < 0,001) и на 10-е сутки (на 23%, p < 0,01), 
что свидетельствовало о завершенности фаго-
цитарного процесса. Схожие изменения были 
отмечены также для ФЧ – увеличение 
на 3-и сутки (на 50%, p˂0,001) и 10-е сутки 
(на 14%, p < 0,05).  

Как видно из таблицы 2, снижение концен-
трации МДА после применения GHK-D-Ala че-
рез 24 часа после ПХО раны с наложением шва 
отмечалось на 3-и сутки (на 51%, p < 0,001), 
к 7-м суткам снижение содержания МДА нарас-
тало (на 64%, p˂0,001) и к 10-м суткам оставалось 
ниже значений контрольной группы (на 52%, 
p < 0,001). На 30-е сутки концентрация МДА 
также сохранялась ниже контрольных значений 
(на 53%, p < 0,001). 

После введения трипептида через 24 часа 
после ПХО раны с наложением шва концентра-
ция АГП была значимо ниже к 3-м суткам 
(на 43%, p < 0,001), и также оставалась стабильно 
низкой на 7-е сутки (на 51%, p < 0,001) и 10-е сут-
ки (на 38%, p < 0,001). К 30-м суткам концентра-
ция АГП также была статистически значимо 
ниже в сравнении с показателями контрольной 
группы (на 67%, p < 0,001). 

На основании полученных результатов 
можно заключить, что пептид GHK-D-Ala в дозе 
0,5 мкг/кг оказывал выраженное влияние 
на процессы перекисного окисления. Отмечено 
протекторное действие трипептида на клеточ-
ные мембраны, что проявилось уменьшением 
концентрации МДА и АГП через 24 часа после 
ПХО раны с наложением шва. 

Коррекция под действием модифицирован-
ного трипептида GHK-D-Ala показателей кисло-
родзависимой бактерицидной активности 
нейтрофилов и показателей их фагоцитарной 
активности свидетельствует об усилении ре-
зервных возможностей неспецифических меха-
низмов антиинфекционной защиты. Известно, 
что GHK способен вступать в комплекс с ионами 
меди, образуя Gly-His-Lys–Cu (GHK-Cu), и уско-
рять пролиферацию, предоставляя ионы  
Cu2+ для реализации многих клеточных функ-
ций [13, 16]. Так, имеются экспериментальные 
данные о влиянии GHK-Cu на стимуляцию ре-
генерации кожи и ее сосудов при ранениях и 
других повреждениях [17]. Эффект GHK-Cu на 
положительный хемотаксис лимфоцитов и мак-
рофагов в область повреждения также может 
способствовать ускорению заживления ран [14]. 

Доказано, что образование однородных 
упругих нитей коллагена связано с повышени-
ем уровня концентрации протеогликанов 
(биглюкина и декорина), а также гликозами-
ногликанов (дерматансульфата и хондроитин-
сульфата), который может быть достигнут, 
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Таблица 1 
Table 1 

Динамика изменения показателей врожденного иммунитета в крови животных при введении пептида 
GHK-D-Ala после ПХО раны с наложением шва (спустя 24 ч) (M ± SD / Me [Q1; Q3]) 
Dynamics of changes in innate immunity indices in animal blood after administration of GHK-D-Ala peptide  

after wound repair with suturing (24 h later) (M ± SD / Me [Q1; Q3]) 

Группа 
Group 

3-и сутки 
3rd day 

7-е сутки 
7th day 

10-е сутки 
10th day 

30-е сутки 
30th day 

ФИ, % 
Phagocytic index, % 

Контроль (n = 10) 
Control 

53.20 ± 4.57 63.60 ± 4.77 62.80 ± 2.04 67.70 ± 4.85 

GHK-D-Ala (n = 10) 59.80 ± 3.26* 62.40 ± 3.78 68.00 [64.00; 69.75]* 65.10 ± 4.43 
ФЧ, в 1 фагоците 

Phagocytic number, in 1 phagocyte 
Контроль (n = 10) 
Control 

4.23 ± 1.02 4.86 ± 0.53 5.10 ± 0.69 6.23 ± 0.59 

GHK-D-Ala (n = 10) 6.37 ± 0.75* 5.37 ± 0.79 6.00 [5.75; 6.00]* 5.87 ± 0.71 
Завершенность фагоцитоза, % 

Completeness of phagocytosis, % 
Контроль (n = 10) 
Control 

67.60 ± 4.67 67.30 ± 6.70 67.90 ± 3.25 65.50 ± 5.64 

GHK-D-Ala (n = 10) 72.20 ± 5.41 69.70 ± 3.13 70.50 ± 3.14 68.70 ± 2.45 
Индекс активности фагоцитов 

Phagocytes activity index 
Контроль (n = 10) 
Control 

2.25 ± 0.59 3.10 ± 0.45 3.20 ± 0.45 4.22 ± 0.50 

GHK-D-Ala (n = 10) 3.91 [3.79; 4.03]* 3.34 ± 0.46 3.93 ± 0.47* 3.82 ± 0.53 
НСТ спонтанный 

Sponteneous NBT 
Контроль (n = 10) 
Control 

0.17 ± 0.03 0.19 ± 0.02 0.21 ± 0.01 0.21 ± 0.01 

GHK-D-Ala (n = 10) 0.26 ± 0.02* 0.25 ± 0.02* 0.23 [0.23; 0.25]* 0.24 [0.24; 0.29]* 
НСТ стимулированный 

Stimulated NBT 
Контроль (n = 10) 
Control 

0.18 ± 0.02 0.22 ± 0.02 0.23 ± 0.01 0.26 ± 0.04 

GHK-D-Ala (n = 10) 0.28 ± 0.02* 0.30 ± 0.01* 0.28 ± 0.03* 0.28 [0.24; 0.31] 
Функциональный резерв нейтрофилов 

Functional neutrophil reserve 
Контроль (n = 10) 
Control 

0.01 ± 0.01 0.03 [0.02; 0.03] 0.02 ± 0.01 0.06 ± 0.04 

GHK-D-Ala (n = 10) 0.02 [0.01; 0.03] 0.05 ± 0.02 0.04 ± 0.03* 0.01 [0.01; 0.02]* 

Примечание: * – р<0,05-0,001 в сравнении с контрольной группой. 

Note: * – р<0.05-0.001 in comparison with the control group. NBT – nitroblue tetrazolium test. 
 

например, введением пептида GHK-Cu в область 
раны [14, 18]. Известно также, что GHK может 
корригировать перестройку структуры дермы, 
изменяя активность протеаз и их ингибиторов, 
а также стимулирует синтез коллагена, эластина 
и гликозаминогликанов внеклеточного кожного 
матрикса [10, 19, 20]. Защищенная с С-конца 
D-аланином от действия кабоксипептидаз, ос-

новная молекула GHK может оказывать влияние 
на течение ранозаживления путем ослабления 
процессов вторичной альтерации, которая явля-
ется обязательным этапом воспалительной ре-
акции, развивающейся при повреждении тка-
ней. В очищении раны и механизмах пролифе-
рации соединительной ткани участвуют 
нейтрофилы и макрофаги, активация процессов 
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Таблица 2 
Table 2 

Динамика изменений биохимических показателей крови животных при введении пептида GHK-D-Ala 
после ПХО раны с наложением шва (спустя 24 ч) (M ± SD / Me [Q1; Q3]) 

Dynamics of changes in biochemical blood parameters of animals after administration of GHK-D-Ala peptide  
after wound repair with suturing (24 hours later) (M ± SD / Me [Q1; Q3]) 

Группа 
Group 

3-и сутки 
3rd day 

7-е сутки 
7th day 

10-е сутки 
10th day 

30-е сутки 
30th day 

МДА, мкмоль/л 
MDA, μmol/l 

Контроль (n = 10) 
Control 

3.46 ± 0.47 4.26 ± 0.57 2.72 ± 0.27 2.85 ± 0.28 

GHK-D-Ala (n = 10) 1.68 ± 0.22* 1.49 [1.41; 1.60]* 1.31 ± 0.11* 1.35 ± 0.15* 
АГП, усл. ед. 
AHP, conv. units 

Контроль (n = 10) 
Control 0.80 ± 0.21 0.88 ± 0.30 0.46 ± 0.05 1.01 ± 0.16 

GHK-D-Ala (n = 10) 0.45 ± 0.14* 0.43 ± 0.10* 0.29 ± 0.07* 0.34 ± 0.09* 

Примечание: * – р<0,05-0,001 в сравнении с контрольной группой. 

Note: * – р<0.05-0.001 in comparison with the control group. MDA – malondialdehyde; AHP – acyl hydroperoxides. 
 
свободнорадикального перекисного окисления 
в которых является одним из важнейших меха-
низмов вторичной альтерации. В данном случае 
антиоксидантное действие трипептида может 
находиться в основе выявленного эффекта. По-
скольку только скоординированные во времени 
и направленности реакции стромальных, им-
мунных и эндотелиальных клеток, а также вос-
палительных сигнальных путей лежат в основе 
эффективного закрытия раневого дефекта и ре-
васкуляризации, обеспечивающих ранозажив-
ление [21, 22]. 

Кроме того, при кожной ране действие GHK-
D-Ala может быть обусловлено не только целой 
молекулой пептида, но и эффектами составля-
ющих его аминокислот, образующихся в про-
цессе протеолиза. Так, глицин может стимули-
ровать кислородзависимые бактерицидные ме-
ханизмы нейтрофилов, не оказывая влияния на 
репаративную регенерацию, при этом лизин 
способен повышать фагоцитарную активность 
нейтрофилов и также ускорять заживление 
кожных ран [5]. 

Таким образом, полученные результаты 
позволили установить корригирующее влияние 
пептида GHK-D-Ala на фагоцитарную актив-
ность гранулоцитов и процессы ПОЛ в условиях 
инфицированной кожной раны. 
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EFFECT OF GHK-D-ALA PEPTIDE ON INNATE IMMUNITY MECHANISMS  
AND LIPID PEROXIDATION PROCESSES IN INFECTED WOUNDS 

 
© Rakhmetova K.K., Dolgintsev M.E., Bobyntsev I.I., Bezhin A.I., Vorvul’ A.O., Belykh A.E. 

 
Kursk State Medical University (KSMU) 

3, K. Marx St., Kursk, Kursk region, 305041, Russian Federation 
 

The objective is to study the effects of Gly-His-Lys-D-Ala (GHK-D-Ala) peptide on mechanisms of innate immunity 
and lipid peroxidation processes in infected wound. 

Materials and methods. The experiments were carried out on 80 Wistar male rats. The infected wound was modeled 
by applying a full-layer wound on the back and performing primary wound surgery with primary suturing 24 hours later. 
GHK-D-Ala peptide was injected at a dose of 0.5 µg/kg into the wound area every day for 30 days. The phagocytic activity 
of blood neutrophils was studied in spontaneous and stimulated nitroblue tetrazolium reduction test (NBT-test). The activity 
of lipid peroxidation (LPO) processes in rats’ blood serum was assessed by the content of malondialdehyde (MDA) and 
acylhydroperoxides (AHP). 

Results. GHK-D-Ala administration had a positive effect on both phagocytosis mechanisms and the level of LPO prod-
ucts in comparison with the control group. There was a significant increase in NST-positive neutrophils in the spontaneous 
test against peptide administration on days 3, 7, 10, and 30 (p˂0.001) and in the stimulated NST test on days 3, 7, 
and 10 (p < 0.001). The functional neutrophil reserve had been significantly increased by day 10 (p˂0.05) and had been signif-
icantly lower by day 30 (p < 0.05). Phagocytic index and phagocytic number were significantly higher on days 3 
and 10 (p < 0.01). The phagocyte activity index significantly increased on days 3 and 10 (p < 0.05-0.001).A significant de-
crease in the MDA concentration was demonstrated on days 3, 7, 10, and 30 (p<0,001). There was a significant decrease 
in the content of AGP on days 3, 7, 10 and 30 (p < 0.001). 

Conclusion. The corrective effect of Gly-His-Lys-D-Ala peptide on the phagocytic activity of granulocytes and 
the processes of lipid peroxidation in infected skin wounds was established. 

Keywords: Gly-His-Lys-D-Ala; GHK-D-Ala; infected wound; innate immunity; phagocytosis; lipid peroxidation. 
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