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Биологически активные пептиды рассматриваются как средства профилактики 

и лечения различных заболеваний. Из-за высокой стоимости и трудоемкости процесса 
выделения нативных пептидов в составе лекарственных препаратов, биологически 
активных добавок все чаще используются синтезированные пептиды. Цель исследова-
ния — подтверждение сходства и биологической активности синтезированных и на-
тивных пептидов. В качестве объектов исследования использованы синтезированные и 
нативные пептиды молозива коров с условным названием T1.1 и mpT2. Синтез пепти-
дов проводили твердофазным методом. Пептид T1.1 сходен с пептидом «POS-
SUM_01-POSSUM-C-EMBRYO-2KB», биологическая активность которого не иссле-
дована. Пептид mpT2 имеет сходство с антидиабетическим пептидом «LL-16 Alytes 
obstetricans». Доказано, что синтезированные пептиды по физико-химическим харак-
теристикам не отличаются от природных. Синтезированный и природные пептиды 
не токсичны. Доказано противодиабетическое действие природного и синтезирован-
ного пептида mpT2 на животных с индуцированным сахарным диабетом 2-го типа и 
антиоксидантная активность синтезированного и природного пептида Т1.1. 
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Введение 

 
Пептиды — это вещества органической природы, которые состоят 

из двух и более аминокислот, соединенных связями -C(O)NH-. Впервые 
о существовании пептидов заявил в 1900 г. немецкий химик Г. Э. Фи-
шер. Он предположил, а затем в 1902 г. доказал, что пептиды состоят из 
аминокислот, соединенных специальным типом связи. В 1905 г. он смог 
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синтезировать пептид. По определению Ф. Энгельса, «жизнь — это спо-
соб существования белковых тел…» Возможно, данное определение по-
служило более глубокому исследованию пептидов. В 1950-х гг. ученые 
предположили, что пептиды могут обладать регуляторными функция-
ми в живом организме и назвали их биологически активными пепти-
дами (БАП) [1]. 

Профилактический и лечебный эффекты биоактивных пептидов 
формируются за счет антиоксидантного, антигипертензивного, антит-
ромботического, иммуномодулирующего, противомикробного, проти-
воаллергического, противовоспалительного и других действий [2]. По-
лучают БАП, как правило, в результате гидролиза белка, сохраняя ком-
бинацию биологически активных аминокислотных последовательно-
стей [3]. 

Вместе с тем получение нативных пептидов методом протеолиза бел-
ка различного происхождения процесс трудоемкий и дорогостоящий. 

Одним из наиболее распространенных способов создания пептидов 
является трехфазный синтез, который впервые был осуществлен R. B. Mer-
rifield в 1963 г. [4]. Трехфазный синтез включает присоединение линке-
ра к смоле, затем присоединение к линкеру С-концевых иммобилиро-
ванных аминокислот и т. д. Аминокислоты присоединяются к линкеру 
для удлинения пептидной цепи, обеспечивая необходимый пептид с 
высоким выходом и чистотой. В этом процессе каждая аминокислота 
добавляется последовательно, что позволяет модулировать, повышать 
биологическую активность и изучать взаимосвязи «структура — актив-
ность» [5]. Получение пептидов трехфазным синтезом устраняет необ-
ходимость в выделении промежуточных продуктов, что позволяет со-
кратить производственные циклы и обладает преимуществом большей 
автоматизации и масштабируемости процесса [6]. 

Возникает вопрос, будут ли синтезированные пептиды обладать та-
кой же биологической активностью, как их нативные предшественни-
ки. Так как предполагается, что синтезированные пептиды должны по 
своим физико-химическим характеристикам соответствовать натив-
ным, то выдвинутая гипотеза заключается в следующем: биологическая 
активность нативных и синтезированных пептидов не должна иметь 
достоверных отличий. В связи с этим целью исследований является 
подтверждение сходства, отсутствия цитотоксичности, антиоксидант-
ных и антигипергликемических свойств синтезированных и нативных 
пептидов на примере пептидов молозива коров. 

 
Материал и методы исследования 

 
В качестве объектов исследования использовали природные и на-

тивные пептиды, выделенные из молозива коров с условным названием 
T1.1 и mpT2. Нативные пептиды были получены из трипсинового гид-
ролизата молозива коров при следующем режиме ферментации: про-
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должительность гидролиза — 6 часов, степень гидролиза — 65 %, коли-
чество фермента — 1,8 %, pH — 7,8 и t — 39 C. Предварительно перед 
началом гидролиза из молозива удалили жировую фракцию центри-
фугированием при 3900 об/мин в течение 10 минут. 

Получение синтезированных пептидов проводили в компании 
Pepmic Co., Ltd (Сучжоу, Китай) стандартным твердофазным пептид-
ным синтезом Fmoc (SPPS) с последующей очисткой методом высоко-
эффективной жидкостной хроматографии на хроматографической ко-
лонке SHIMADZU Inertsil ODS-SP (4,6 × 250 мм × 5 мкм). Подтверждение 
чистоты и первичной структуры пептида проводили с помощью масс-
спектрометрии на MALDI и ESI. Для синтеза была использована три-
фторуксусная кислота (TFA) и триизопропилсилан (Sigma-Aldrich, 
Сент-Луис, США), 1,3-диизопропилкарбодиимид (Fluka, Штайнхайм, 
Германия), 1-гидроксибензотриазол (NovaBiochem-Merck, Дармштадт, 
Германия), N,N-диметилформамид (DMF) и диизопропиловый эфир 
(Vetec, Дуке-де-Кашиас, Бразилия), ацетонитрил (класс ВЭЖХ) (JT Ba-
ker, Сентер-Вэлли, США). Все растворители, используемые в системе 
высокоэффективной жидкостной хроматографии, были производства 
Tedia (Рио-де-Жанейро, Бразилия). 

Молекулярно-массовое распределение пептида оценивали масс-
спектрометрическим методом и идентифицировали методом MALDI-
TOF MS Ultraflex (Bruker, Германия). Анализ масс-спектров проводили с 
помощью программы Mascot, опция Peptide Fingerprint (Matrix Science, 
США) с использованием базы данных Protein NCBI. 

Score (величина достоверности для каждого совпадения) пептида 
рассчитывали по формуле 

Score ൌ
ହ଴଴଴଴

୑୮୰୭୲	∙	П୬୫୧
,  

где Mprot — молекулярная масса для каждого совпавшего белка; n — 
произведение, которое рассчитывается из Mowse-матрицы весов M для 
каждого совпадения экспериментальных данных и масс пептидов, рас-
считанных из записей в геномной базе данных Protein NCBI. 

Изучение общей цитотоксичности пептидов проводили методом 
Neutral Red Assay при 24-часовой инкубации клеточной линии HEK 
293. 

Сравнительные исследования по влиянию природного и синтези-
рованного пептидов mpT2 на развитие сахарного диабета 2-го типа 
проводили на крысах-самцах линии Wistar в возрасте 12 недель массой 
354 ± 7 г, которые содержались в клетках по 5 животных в каждой, в 
стандартных лабораторных условиях при температуре 20 ± 2 °C, со сме-
ной световой (12 часов) и темновой (12 часов) фаз, со свободным досту-
пом к воде и корму. Все манипуляции с животными были осуществле-
ны в соответствии с Директивой Совета ЕС 2010/63/EU и одобрены 
этическим комитетом ИИФ УрО РАН. Для эксперимента сформирова-
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ли 4 группы крыс по 7 животных в каждой: 1-я группа — интактные, у 
крыс 2, 3-й и 4-й групп моделировали СД2 после 16 часов голодания 
внутрибрюшинным введением раствора стрептозотоцина в цитратном 
буфере pH 4,5 дозой 65 мг/кг с предварительным введением раствора 
никотинамида в воде для инъекций дозой 110 мг/кг. Животные 3-й и  
4-й групп дополнительно к основному рациону получали синтезиро-
ванный и природный пептиды mpT2 ежедневно в течение 30 дней в 
дозе 0,9 мг/кг массы тела. Для внутрижелудочных введений пептидов 
использовали зонд DE006A 18G × 50 mm (Великобритания). Животные 
всех групп были выведены из эксперимента путем внутримышечного 
введения пентобарбитала натрия в дозе 40 мг/кг. 

Антиоксидантную активность пептидов определяли тремя метода-
ми: по способности улавливать свободные радикалы DPPH (2,2-diphe-
nyl-1-picrylhydrazyl) и ABTS (,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfo-
nate), а также по восстанавливающей силе при взаимодействии с ком-
плексом Fe (III)-2,4,6-трипиридил-s-триазин методом FRAP (ferric-redu-
cing antioxidant power) согласно [7]. 

Схема исследований представлена в таблице 1. 
 

Таблица 1 
 

Схема проведения исследований 
 

Этап исследования Исследуемые показатели 
Выделение и характеристика пептидов 
из трипсинового гидролизата молозива 
коров 

Количество и последовательность ами-
нокислот, молекулярная масса, иден-
тификация по базе данных Protein 
NCBI, SCORE 

Трехфазный синтез пептидов-аналогов Количество и последовательность ами-
нокислот, молекулярная масса 

Сравнительная оценка цитотоксично-
сти нативных и синтезированных пеп-
тидов 

Определение жизнеспособности кле-
ток HEK 293 методом Neutral Red As-
say 

Сравнительная оценка антигипергли-
кемического действия нативного и син-
тезированного пептида 

Глюкоза и HbA1c в крови лаборатор-
ных животных с индуцированным са-
харным диабетом 2-го типа 

Сравнительная оценка антиоксидант-
ного действия нативного и синтезиро-
ванного пептида 

Антиоксидантная активность in vitro 

 
Степень достоверности обеспечивалась использованием современ-

ных методов исследований, статистическим анализом полученных ре-
зультатов в программе GraphPad Prism 8.1 и с помощью алгоритмов 
one-way ANNOVA и two-way ANNOVA. Достоверным считалось раз-
личие p < 0,05. 

 
Результаты 

 
В таблице 2 представлены результаты идентификации по базе дан-

ных Protein NCBI и характеристика пептидов. 
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Таблица 2 
 

Идентификация, биофизические характеристики,  
биологическая активность пептидов, выделенных  

из трипсинового гидролизатов молозива 
 

Условное  
наименование 

образца  
пептида 

Аминокислотная 
последовательность  

(количество  
аминокислот) 

Подобный пептид 
по базе данных  

Protein NCBI Sc
or

e 
(о
п
ти
м
ал
ьн
ы
й

 
Sc

or
e 

=
 8

0)
 

Биологическое  
действие 

М
ол
ек
ул
яр
н
ая

  
м
ас
са

, к
Д
а 

T1.1 SQKKKNCPNGTRIRV
PGPGP (20) 

POSSUM_01-POS-
SUM-C-EMBRYO-
2KB, Trichosurus 
Vulpecula  90 Не исследована 2,1 

mpT2 ILGKLLSTAAGLLSNL 
(16) 

LL-16 Alytes obstet-
ricans 83 

Антидиабети-
ческое 1,7 

 
Пептид T1.1 близок к пептиду «POSSUM_01-POSSUM-C-EMBRYO-

2KB», биологическая активность которого не исследована, пептид mpT2 
близок к пептиду «LL-16 Alytes obstetricans», обладающему антидиабе-
тическим действием. С помощью исследований, проведенных нами ра-
нее, установлено, что пептид T1.1 может обладать антиоксидантыми 
свойствами. Поэтому осуществлены исследования по подтверждению 
биологической активности вышеуказанных природных и синтезиро-
ванных пептидов. 

В таблице 3 представлена информация о синтезированном пептиде 
mpT2с. 

Таблица 3 
 

Информация о синтезированном пептиде mpT2с 
 

Показатель Характеристика 
Условное наименование пептида mpT2с 
Аминокислотная последовательность ILGKLLSTAAGLLSNL 
Номер при синтезе PCM15527-3-0815 
Теоретическая молекулярная масса, Да  1683,89 
Фактическая молекулярная масса, Да  1683,60 

 
На рисунке 1 представлена хроматограмма пептида mpT2с. 

 

 
Рис. 1. Хроматограмма пептида mpT2с 
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На рисунке 2 представлен масс-спектр пептида mpT2с. 
 

 
 

Рис. 2. Масс-спектр пептида mpT2с 
 
Из полученных данных следует, что синтезированный пептид 

mpT2с идентичен природному пептиду mpT. 
В таблице 4 представлены результаты исследования цитотоксично-

сти синтезированного и природного пептида mpT2. 
 

Таблица 4 
 

Цитотоксичность синтезированного и природного пептида mpT2, % 
 

Показатель Контроль 
Синтезированный  

пептид 
Природный  
пептид 

Измерение 1, ед. 89 233 89 352 89 465 
Измерение 2, ед. 85 678 86 784 87 483 
Измерение 3, ед. 90 045 91 034 90 329 
Цитотоксичность 1 — – 0,13 – 0,26 
Цитотоксичность 2 — – 1,29 – 2,07 
Цитотоксичность 3 — – 1,09 – 0,32 

 
В исследуемых образцах нативного пептида цитотоксичность со-

ставляет от – 0,26 до – 2,07 %, у синтезированного пептида — от – 0,13 до 
– 1,09 %, что свидетельствует об отрицательной цитотоксичности и со-
гласуется с данными исследователей, говорящих о низкой цитотоксич-
ности пептидов [8]. 

В таблице 5 представлены показатели развития сахарного диабета 
2-го типа на фоне применения природного и синтезированного пепти-
да mpT2с. 
 

Таблица 5 
 

Показатели развития сахарного диабета 2-го типа у крыс линии Wistar  
на фоне применения природного и синтезированного пептида mpT2с 

 

Показатель 
Группа 

1 
Интактные (ОР) 

2 СД2 (ОР) 
3 СД2 

(ОР + mpT2) 
4 СД2 (ОР + синтезиро-
ванный пептид mpT2с) 

Глюкоза, 
ммоль/л 6,0 ± 0,2 18,4 ± 1,1* 10,5 ± 1,5* 10,2 ± 1,6* 
HbA1c, % 4,1 ± 0,2 10,4 ± 0,8* 6,9 ± 0,4* 7,0 ± 0,3* 

 
Примечание. * Различие с показателем интактной группы достоверно при 

p < 0,05. 



Биология, биотехнология и экология  

 

112 112

Правильность выбранной модели сахарного диабета 2-го типа под-
тверждается развитием гипергликемии у лабораторных животных. Че-
рез 30 суток после моделирования СД2 наблюдали увеличение уровня 
глюкозы до 18,1 ммоль/л и накопление гликированного гемоглобина 
до 10,3 % во 2-й группе животных, что выше показателей интактной 
группы в 2,9 и 2,4 раза. Повышенные уровни глюкозы и гликированно-
го гемоглобина являются основным признаком сахарного диабета, и, 
соответственно, у крыс с индуцированным сахарным диабетом 2-го ти-
па была обнаружена тенденция к значительному повышению уровней 
этих показателей. Эти результаты согласуются с результатами исследо-
ваний [9], в которых однократная инъекция стрепозотоцина вызывала 
повышение уровня глюкозы в крови у крыс с диабетом по сравнению с 
контрольными крысами. 

Введение пептида mpT2 молозива диабетическим животным (3-я 
группа) сопровождалось менее выраженной гипергликемией. Количе-
ство глюкозы и гликированного гемоглобина выше в 1,7 и 1,6 раза по 
сравнению с исследуемыми показателями интактной группы. В резуль-
тате исследований установлено, что синтезированный пептид mpT2с 
обладает антидиабетическими свойствами. Так, количество глюкозы и 
гликированного гемоглобина у животных 4-й группы, получавших 
внутрь синтезированный пептид, выше в 1,7 и 1,7 раза. 

В проведенном эксперименте лечение нативным и синтезирован-
ным пептидами mpT2 индуцированного сахарного диабета 2-го типа на-
правлено на снижение гипергликемии. Результаты исследований согла-
суются с данными [10], в которых показано, что α-амилаза (AAM), α-глю-
козидаза (AG) и дипептидилпептидаза (DPP-IV) являются ключевыми 
ферментами в регуляции уровня глюкозы в крови, а ингибирование 
активности пептидами считается эффективной стратегией контроля 
СД2. Возможно, полученные результаты связаны со сходством исследу-
емых пептидов с глюкагоноподобным пептидом. 

Полученные данные об антигипергликемическом действии пепти-
дов на модели крыс с сахарным диабетом 2-го типа согласуются с ис-
следованием [11], в которых доказан противодиабетический эффект 
гидролизатов белка верблюжьего молока in vitro за счет ингибирования 
ключевых метаболических ферментов, таких как дипептидилпептида-
за-IV, α-амилаза и α-глюкозидаза. 

В настоящем исследовании группа леченных животных показала 
значительно более низкие уровни глюкозы по сравнению с нелечен-
ными. Полученные результаты также сопоставимы с результатами ис-
следования [12], при котором повышенные уровни глюкозы в крови у 
крыс с индуцированным диабетом были значительно снижены после 
лечения гидролизатом молока. Аналогичные результаты были получе-
ны [13], когда кормление крыс с диабетом ферментированным продук-
том из верблюжьего молока приводило к снижению уровня глюкозы. 
Наши результаты согласуются с сообщениями, демонстрирующими, 
что присутствие инсулиноподобных молекул в гидролизатах молока 
способствуют его гипогликемической активности [14]. Следовательно, 
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наши результаты доказали гипогликемический эффект природного и 
синтезированного пептида молозива коров против индуцированного 
сахарного диабета 2-го типа. Возможно, это связано с присутствием ин-
сулиноподобных молекул. На молекулярном или клеточном уровне 
гидролизат молочного белка, возможно, оказывает прямое воздействие 
на функцию рецепторов инсулина и может играть роль в транспорте 
глюкозы в чувствительных к инсулину тканях, оказывать прямое или 
косвенное воздействие на секрецию инсулина β-клетками поджелудоч-
ной железы, а также влиять на выживание, рост и общую активность в 
клетках поджелудочной железы, что рассмотрено в исследовании [15]. 
Это также согласуется с исследованиями [16], которые указали на воз-
можность ингибирования гидролизатами молочного белка 2 основных 
метаболических ферментов (дипептидилпептидазы-IV и α-амилазы), 
регулирующих секрецию инсулина и переваривание углеводов, путем 
снижения уровня глюкозы в крови. В исследовании [16] установлено, 
что добавление белковых гидролизатов в модели сахарного диабета, 
индуцированного стрептозотоцином, оказывает противодиабетическое 
действие за счет уменьшения свободных радикалов, повышения уровня 
антиоксидантов и регулирования окислительно-восстановительного 
статуса, следовательно, восстанавливает уровень глюкозы и инсулина в 
крови. 

Результаты исследований по снижению уровня глюкозы в крови 
крыс с индуцированным сахарным диабетом 2-го типа согласуются с 
результатами в работе [17], где доказано, что гидролизаты белка Octopus 
vulgaris обладают антигипергликемической активностью, о чем свиде-
тельствует эффективное снижение уровня глюкозы в крови через 2 часа 
по сравнению с группой, получавшей негидролизованные мышечные 
белки осьминога, причем результаты сопоставимы с теми, которые до-
стигаются акарбозой (стандартным противодиабетическим препара-
том). Аналогичным образом показано снижение глюкозы при введении 
козьего, верблюжьего, коровьего и буйволиного молока у крысы с диа-
бетом, индуцированным стрепозотоцином [18]. 

В таблице 6 представлена информация о синтезированном пептиде 
Т1.1с. 
 

Таблица 6 
 

Информация о синтезированном пептиде Т1.1с 
 

Наименование пептида Т1.1с 

Последовательность аминокислот SQKKKNCPNGTRIRVPGPGP 
Номер при синтезе PCM15633-2-1224 
Теоретическое значение молекуляр-
ной массы, Да 2134,49 
Фактическое значение молекуляр-
ной массы, Да 2134,20 
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На рисунке 3 представлена хроматограмма синтезированного пеп-
тида Т1.1с. 

 

 
 

Рис. 3. Хроматограмма пептида Т1.1с 
 

На рисунке 4 представлен масс-спектр пептида Т1.1с. 
 

 
 

Рис. 4. Масс-спектр пептида Т1.1с 
 
Из полученных данных следует, что синтезированный пептид Т1.1с 

идентичен природному пептиду Т1.1. 
Изучены антиоксидантные свойства природного и синтезирован-

ного пептида T1.1 (табл. 7). 
 

Таблица 7 
 

Антиоксидантная активность природного и синтезированного пептида T1.1 
 

Пептид 
AOA, ммоль экв. тролокса/л 

DPPH ABTS FRAP 
T1.1с 3,23 ± 0,06 4,51 ± 0,04 3,45 ± 0,08 
T1.1 3,57 ± 0,04 4,62 ± 0,07 3,19 ± 0,05 
Пептид, полученный в ре-
зультате ферментации мо-
лочнокислых бактерий ко-
ровьего молока [19] 2,214 ± 0,023 Не исследованы Не исследованы 
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В результате исследований подтверждена антиоксидантная актив-
ность синтезированного пептида Т1.1с, которая достоверно не отлича-
ется от активности природного пептида. Количественная оценка анти-
оксидантной активности исследуемых пептидов согласуется с результа-
тами исследования [19], в котором установлено, что АОА пептида, по-
лученного при ферментации молочнокислых бактерий коровьего мо-
лока, составляет 2,214 ммоль экв. тролокса/л. Эти данные согласуются с 
исследованием [20], где доказано, что пептиды, выделенные из гидро-
лизатов молочных белков, способны поглощать свободные радикалы, 
хелатировать металлы и восстанавливать тиоловые группы в белках. 

 
Заключение 

 
Синтезировано два пептида, аминокислотная последовательность, 

молекулярная масса, количество аминокислот которых повторяла тако-
вые у природных пептидов, полученных в процессе трипсинового гид-
ролиза молозива. Анализ специфических свойств пептидов показал 
аналогичность биологического действия синтетических и природных 
пептидов при полном отсутствии цитотоксичности. 
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Biologically active peptides are considered as preventive and therapeutic agents for vari-

ous diseases. Due to the high cost and complexity of isolating native peptides for use in phar-
maceuticals, synthetically produced peptides are increasingly being used in dietary supple-
ments. The aim of the research is to confirm the similarity and biological activity of synthe-
sized peptides compared to native peptides. Synthesized and native peptides from bovine co-
lostrum with the code names T1.1 and mpT2 were used as the objects of the study. The pep-
tides were synthesized using the solid-phase method. Peptide T1.1 is similar to the peptide 
«POSSUM_01-POSSUM-C-EMBRYO-2KB», the biological activity of which has not been 
studied. Peptide mpT2 is similar to the anti-diabetic peptide «LL-16 Alytes obstetricans». It 
has been proven that the synthesized peptides do not differ from natural ones in terms of 
physical and chemical characteristics. Both synthesized and natural peptides are non-toxic. 
The anti-diabetic effect of natural and synthesized peptide mpT2 on animals with induced 
type 2 diabetes and the antioxidant activity of synthesized and natural peptide T1.1 have been 
demonstrated. 
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