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Аннотация. Проведены исследования по прогнозированию антиоксидантной актив-
ности пептида, выделенного из пепсинового гидролизата молозива коров и подтверждена 
его эффективность in vitro. Пептид исследован на масс-спектрометре МАЛДИ-ТОФ, рас-
шифровка проводилась с помощью базы данных Mascot, опция Peptide Fingerprint («Matrix 
Science», США) с использованием базы данных Protein NCBI. Антиоксидантная активность 
пептида определялась тремя методами: ABTS, DPPH и FRAP. При анализе физико-хими-
ческих характеристик пептида (состав и количество аминокислот, гидрофобность, заряд, 
молекулярная масса) сделано предположение, что выделенный пептид сходен с пептидом 
«Dual specificity protein phosphatase, Bos taurus», активирующим врожденный иммунитет, и 
обладает антиоксидантной активностью. Методами ABTS, DPPH и FRAP подтверждена ан-
тиоксидантная активность пептида и предположен механизм его действия, основанный на 
подавлении активных форм кислорода реакциями переноса одного электрона. Проведенные 
исследования с использованием методов протеомики и базы данных для прогнозирования 
антиоксидантной активности пептида позволяют сократить время для обнаружения новых 
свойств биоактивных пептидов, в частности антиоксидантных.
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Abstract. Studies have been conducted to predict the antioxidant activity of a peptide iso-
lated from pepsin hydrolysate of cow colostrum and its effectiveness has been confirmed in vitro. 
The peptide was examined on a MALDI-TOPH mass spectrometer, decryption was carried out 
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using the Mascot database, the Peptide Fingerprint option (Matrix Science, USA) using the Protein 
NCBI database. The antioxidant activity of the peptide was determined by three methods: ABTS, 
DPPH and FRAP. Analyzing the physico-chemical characteristics of the peptide (composition and 
quantity of amino acids, hydrophobicity, charge, molecular weight) it is assumed that the isolated 
peptide is similar to the peptide «Dual specificity protein phosphatase, Bos Taurus», which ac-
tivates the builtin immunity and has antioxidant activity. The antioxidant activity of the peptide 
was confirmed by ABTS, DPPH and FRAP methods; and the mechanism of its action based on 
the suppression of active forms of acid by single electron transfer reactions was suggested. The 
conducted studies using proteomics methods and a database for predicting the antioxidant activity 
of a peptide can reduce the time for detecting new properties of bioactive peptides, in particular, 
antioxidant ones.

Keywords: peptides, antioxidant activity, cow colostrum, structure, hydrophilicity, isoelec-
tric point, molecular weight
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Введение. Активные формы кислоро-
да (АФК) представляют собой высокореак-
тивные химические молекулы – свободные 
радикалы, продуцируемые дыхательной 
цепью митохондрий и участвующие в пе-
редаче сигналов окислительного стресса 
в нормальных клетках. Накопление АФК 
приводит к запуску неконтролируемых 
реакций с нецелевыми биомолекулами 
(липидами, белками и ДНК), что наруша-
ет баланс антиоксидантов и оксидантов 
в биологических тканях. Для поддержа-
ния вышеуказанного баланса необходимо 
использовать антиоксидантно активные 
пептиды [1].

Применение антиоксидантно актив-
ных пептидов в профилактике и лечении 
окислительного повреждения и связанных 
с ним патологий в организме широко изу-
чалось в течение последних десятилетий. 
Большинство функциональных пептидов 
образуются главным образом в результате 
ферментативного гидролиза белков, либо 
in vivo во время пищеварения в желудоч-
но-кишечном тракте, контролируемого 
разложения с использованием соответ-
ствующих экзогенных протеаз, либо во 
время специфической обработки пищевых 
продуктов (например, ферментации моло-
ка) [2].

Традиционно характеристика пепти-
дов проводится по стандартизированной 
процедуре, которая включает выбор ис-
ходного белка, ферментативный гидро-
лиз, выделение, очистку и идентифика-

цию. После последнего этапа может быть 
в значительной степени определена ин-
формация об активности, аминокислотной 
последовательности, структуре и соответ-
ствующих функциональных свойствах 
пептида-кандидата [3].

Многочисленные эксперименты 
показали, что добавление в качестве ан-
тиоксидантов белковых гидролизатов 
или пептидов-антиоксидантов на основе 
пищевых продуктов может эффективно 
ингибировать перекисное окисление ли-
пидов во время транспортировки и хра-
нения пищевых продуктов, тем самым 
поддерживая стабильность вкуса и пище-
вых веществ (витамины и незаменимые 
ненасыщенные жирные кислоты) [4, 5]. 
Биологически активные пептиды могут 
рассматриваться в качестве функциональ-
ных ингредиентов при разработке нутри-
цевтиков или функциональных продуктов 
питания [6, 7].

Источником потенциально био-
активных пептидов являются белковые 
фракции молока и молочных продуктов. 
Например, в работе [8] проанализировано 
содержание и последовательности эндо-
генных биоактивных пептидов в молоке 
верблюдиц. Пептидный секвенатор пока-
зал, что 14,6 % и 15,7 % количественно 
определенных пептидов, полученных от 
верблюдов, были биологически актив-
ными; причем преобладали ингибиторы 
дипептидилпептидазы IV (39,93 %), за 
которыми следовали ингибиторы ангио-
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тензинпревращающего фермента (АПФ) 
(34,85 %) и  пептиды с антиоксидантными 
свойствами (8,69 %).

В работе [9] определена аминокис-
лотная последовательность фрагментов 
пептидов в антиоксидантно активной 
фракции гидролизата белка верблюжьего 
молока. В результате были получены 14 и 
8 антиоксидантных пептидов из казеина 
и сывороточного протеина. Механизмы 
их активности были связаны со способно-
стью поглощать супероксиданион-ради-
кал и DPPH-радикал.

Целью исследований является про-
гнозирование антиоксидантной активно-
сти пептида, выделенного из пепсинового 
гидролизата молозива коров и подтверж-
дение его эффективности in vitro.

Методы исследований. Пептид 
молозива коров был исследован на 
масс-спектрометре МАЛДИ-ТОФ. Рас-
шифровка проводилась с помощью базы 
данных Mascot, опция Peptide Fingerprint 
(«Matrix Science», США) с использовани-
ем базы данных Protein NCBI.

Антиоксидантная активность  пепти-
да определялась тремя методами: по спо-
собности улавливать свободные радика-
лы DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) и 
ABTS (,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonate), а также по восстанавливаю-
щей силе при взаимодействии с комплек-
сом Fe (III)-2,4,6-трипиридил-s-триазин 
методом FRAP (ferric-reducing antioxidant 
power).

Все спектрофотометрические из-
мерения проводились с использованием 
микропланшетного ридера CLARIOstar 
(BMG Labtech, Германия).

Статистический анализ выполнен с 
использованием программного обеспече-
ния OriginPro 9.0 (Originlab Corporation, 
США). Данные представлены в виде сред-
него значения (плюс (минус) стандартная 
ошибка среднего значения). Статистиче-
ская значимость различий в полученных 
данных оценивалась с использованием не-
параметрического критерия Манна-Уитни 
(U). Установлен 5-процентный уровень 
значимости различия средних значений в 
группе (P<0,05).

Результаты исследований и их 
обсуждение. Из пепсинового гидролиза-
та молозива коров выделено 9 пептидов. 

При анализе физико-химических характе-
ристик пептидов сделано предположение, 
что пептид с условным названием RR4 об-
ладает антиоксидантной активностью.

Пептид RR4 имеет молекулярную 
массу 35 кДа и состоит из 9 аминокислот 
со следующей аминокислотной последо-
вательностью: метионин (М) – аргинин 
(R) – лизин (K) – аланин (A) – лизин (K) – 
цистеин (C) – цистеин (C) – изолейцин (I) – 
аргинин (R) (рис. 1). Он идентифицируется 
по базе данных как Protein NCBI  – пептид 
«Dual specificity protein phosphatase, Bos 
taurus», участвующий  в регуляции иммун-
ных ответов и активации врожденного им-
мунитета.

Процентное содержание аминокис-
лот в пептиде следующее: изолейцин,  ме-
тионин и аланин по 11,3 %; цистеин, ли-
зин и аргинин – по 22 %.

В исследуемом пептиде содержатся 
аминокислоты аланин, аргинин и лизин, 
обладающие антиоксидантными свой-
ствами. Так, по данным, приведенным 
в работе [10], антиоксидантный пептид, 
выделенный из ферментированного вер-
блюжьего молока Lactobacillus plantarum, 
содержащий вышеуказанные аминокисло-
ты, поглощает радикал ABTS, гидроксиль-
ный радикал и супероксидные радикалы.

Авторами работы [11] установлено, 
что две пептидные последовательности из 
белка верблюжьего молока, включающие 
аминокислоты A, K и M, проявляли анти-
оксидантную активность в отношении:

DPPH• (IC50 0,04 и 0,02 мг/мл);
•OH (IC50 0,05 и 0,05 мг/мл);
ABTS•+ (IC50 0,1 и 0,01 мг/мл);
O2

•- (IC50 0,045 и 0,3 мг/мл).
В исследованиях, приведенных в 

работе [12], доказано, что гидрофобные 
аминокислоты пептидов были ключевым 
фактором для связывания свободных ра-
дикалов. В пептиде RR4 содержатся ги-
дрофобные аминокислоты: по одной ами-
нокислоте – изолейцин, метионин, аланин 
и два цистеина. По данным, приведенным 
в работе [13], пептиды с большей гидро-
фобностью обладают высоким антиокси-
дантным потенциалом.

Смоделирована двух и трехмерная 
структура пептида, позволяющая  опреде-
лить гидрофобность и заряд (рис. 2).
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а)

б)

Рисунок 2 – Двухмерная а) и трехмерная б) структура пептида RR4
Figure 2 – Two-dimensional a) and three-dimensional b) structure of the RR4 peptide

Установлено, что уровень гидрофоб-
ности пептида равен +15,79 Ккал×моль-1, 
заряд +4; это свидетельствует о его анти-
оксидантной активности.

Так, по данным работы [14], пепти-
ды с гидрофобностью, находящейся в диа-
пазоне 7,95–17 Ккал/моль, и зарядом от +2 
до +7 характеризуются антиоксидантной 
активностью. Более того, они содержат 
гидрофобные аминокислоты (Ala и Ile).

В таблице 1 представлена антиокси-
дантная активность пептида RR4.

Установлено, что она положитель-
но коррелирует в методах ABTS, DPPH и 

FRAP, что согласуется с данными иссле-
дований, приведенных в работе [15].

Полученные данные позволяют 
предположить механизм деактивации сво-
бодных радикалов пептидом: подавление 
активных форм кислорода (азота) реак-
циями переноса одного электрона (SET), 
так как методы, основанные на SET (такие 
как способность поглощать радикал DPPH 
(или DPPH•), восстанавливающую антиок-
сидантную способность по железу (FRAP) 
и способность поглощать радикал ABTS 
(или ABTS•+)), отражают способность ан-
тиоксиданта восстанавливать радикал, 
металл или карбонилы путем потери элек-
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Таблица 1 – Антиоксидантная активность пептида RR4 
Table 1 – Antioxidant activity of the RR4 peptide

В ммоль экв. Тролокса на один литр

Пептид
Антиоксидантная активность

DPPH ABTS FRAP

RR4 2,21±0,04 2,13±0,02 2,08±0,07

трона, а на их относительную реакцион-
ную способность влияет депротонирова-
ние активных функциональных групп и 
IP, что следует из работы [16].

Заключение. В результате прове-
денных исследований установлено, что 
пептид RR4, выделенный из пепсинового 
гидролизата молозива коров, состоит из 
девяти аминокислот и сходен с пептидом 
«Dual specificity protein phosphatase, Bos 
taurus», активирующим врожденный им-
мунитет.

На основании исследования фи-
зико-химических характеристик, рас-
сматриваемый пептид обладает ан-

тиоксидантными свойствами, что 
подтверждено в эксперименте in vitro 
тремя методами ABTS, DPPH и FRAP. 
Следовательно, механизм антиоксидант-
ного действия пептида основан на пере-
носе одного электрона.

Таким образом, проведенные ис-
следования пептида с использованием 
методов протеомики и базы данных для 
прогнозирования антиоксидантной ак-
тивности, позволяют сократить время 
для обнаружения новых свойств биоак-
тивных пептидов, в частности с антиок-
сидантными свойствами.
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