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Из колосьев пырея ползучего (Elytrigia repens L.) комбинацией методов твердофазной экстракции,
аффинной хроматографии и аналитической обращено-фазовой ВЭЖХ был выделен новый линей-
ный пептид, не содержащий в своей структуре остатков цистеина. Идентификация его первичной
структуры методом автоматической ступенчатой деградации по Эдману позволила выявить наличие
нескольких полиглициновых участков, состоящих из 6-8 остатков каждый, между которыми лока-
лизованы короткие фрагменты, состоящие из полярных аминокислотных остатков. С-концевой
фрагмент молекулы представляет собой положительно заряженный сайт, обогащенный остатками
аргинина и гистидина. Особенности структуры данного пептида определяют его функциональ-
ность. Так, проверка наличия антимикробных свойств у его рекомбинантного аналога, полученно-
го путем гетерологической экспрессии синтетического гена в прокариотической системе, позволи-
ла определить минимальную подавляющую концентрацию (МПК), а то получается московская пи-
воваренная компания тестируемых культур грибов лишь при достаточно высоких действующих
концентрациях (52–104 мкМ). Однако соединение обладало регуляторными свойствами: при кон-
центрации 25 мкМ отмечен реактивирующий эффект, обеспечивающий повышение уровня выжи-
ваемости пекарских дрожжей (Saccharomyces cerevisiae ВКПМ Y-1200) к УФ-облучению. Получен-
ные данные расширяют представление о функциональных особенностях защитных пептидов расте-
ний необычного структурного типа.
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Фундаментальные аспекты изучения молеку-
лярных факторов врожденного иммунитета расте-
ний являются основой для решения последующих
прикладных задач, направленных, в первую оче-
редь, на повышение устойчивости культур растений
к стрессовым факторам окружающей среды и, как
следствие, увеличение урожайности и его качества
[1]. Широко известной группой так называемых
“молекулярных инструментов” иммунной систе-
мы растительного организма являются антимик-
робные пептиды (в более широком понимании –
защитные), которые являются как компонентами
конститутивного иммунитета, так и в некоторых
случаях и индуцированного. На настоящий мо-
мент из растений выделено и охарактеризовано
около тысячи антимикробных пептидов (АМП),
большинство которых классифицировано на не-

сколько семейств согласно их структурным особен-
ностям: дефензины, тионины, липид-переносящие
белки, гевеино-подобные пептиды, циклотиды и
ноттино-подобные пептиды, снакины, альфа-хар-
пинины [2]. Однако существует целый ряд так на-
зываемых неклассифицированных АМП разнооб-
разной структуры, среди которых можно выделить
несколько групп молекул, обогащенных остатками
определенных аминокислот: пролином (пролин-бо-
гатые), глицином/пролином (глицин-пролин-бога-
тые), глицином/гистидином (глицин-гистидин-бо-
гатые) и собственно глицином (глицин-богатые)
[2–4]. Зачастую такие пептиды обнаруживаются в
единичных видах растений, не имеющих широкого
распространения и способы их взаимодействия с
мишенями (микробными патогенами) имеют
преимущественно описательный характер.
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Известно, что растения являются богатейшими
источниками биологически активных метаболитов,
в том числе белков и пептидов с антимикробными
свойствами. При этом на долю злаков приходится
достаточно ограниченное количество сообщений
о наличии в них АМП. Большинство из них выде-
лено из культурных растений пшеницы (Triticu-
maestivum, T. turgidum, T. kiharae, T. monococcum),
кукурузы (Zeamays), риса (Oryza sativa), сорго
(Sorghum bicolor) и ячменя (Hordeumvulgare). При
этом подавляющее большинство таких АМП от-
носятся к представителям семейств дефензинов и
тионинов [5, 6]. С другой стороны, имеются еди-
ничные сообщения о наличии активных АМП у
диких злаков, например, сорного растения ежов-
ника обыкновенного, или куриного проса (Echi-
nochloa crus-galli) [7–9], а также галофитного ко-
лосняка песчаного (Leymus arenarius) [10–12].

Пырей ползучий (Elytrigia repens) – трудноис-
кореняемое многолетнее сорное растение, наи-
больший вред от которого регистрируется в посе-
вах культурных злаков, находит ограниченное
применение в фитотерапии целого ряда инфек-
ционных заболевания человека, так как его кор-
невища содержат такие вторичные метаболиты
как производные кумариновой и гидкроксико-
ричной кислот [13, 14], флавоноиды, дубильные
вещества, а наземная биомасса богата белками
лектинами [15]. При этом до настоящего времени
отсутствуют данные о наличии в данном растении
АМП.

Цель работы – выделение из колосьев пырея
нового АМП, его структурный анализ и оценка
биологической активности по отношению к спек-
тру коллекционных условно-патогенных грибов
рода Aspergillus и дрожжевых грибов.

МЕТОДИКА

Биологический материал. Колосья пырея пол-
зучего (Elytrigia repens (L.) Desv.Ex. Nevski) были
собраны в Подольском районе Московской обла-
сти (Россия). Биоматериал хранили в прохладном
месте при температуре воздуха 15–17°С.

Тест-культуры Candida albicans ATCC 2091, As-
pergillus fumigatus КПБ F-37 и A. niger INA 00760
были взяты из коллекции НИИНА им. Г.Ф. Гаузе.
Культура Saccharomyces cerevisiae ВКПМ Y-1200 бы-
ла взята из Всероссийской коллекции промыш-
ленных микроорганизмов (“ГОСНИИ Генетика”,
Москва). Все культуры предварительно выращи-
вали на среде Чапека в пробирках со скошенным
питательным агаром, после чего клетки суспен-
дировали в физиологическом растворе до мутно-
сти 0.5 по стандарту McFarland (1.5 × 108 КОЕ/мл)
и использовали в течение 15 мин. Для посева ис-
пользовали пятисуточные культуры грибов и
дрожжей.

Выделение АМП из колосьев пырея. Навеску
колосьев (50 г) измельчали до состояния муки на
кофемолке (“Bosch”, Германия) и проводили
экстракцию смесью (1 М HCl, 1%-ная HCOOH,
1%-ная ТФУ и 1%-ный NaCl) в соотношении 1 : 10
(вес/об.) в течение 1.5 ч при комнатной темпера-
туре и интенсивном перемешивании. После этого
экстракт (около 420 мл) центрифугировали (“Ep-
pendorf”, Германия) при 6000 g и 4°С в течение
10 мин, отфильтровали через бумажный фильтр и
концентрировали на роторном испарителе (“IKA-
WERKE”, Германия) до конечного объема около
150 мл. К полученному объему приливали около
1000 мл охлажденного ацетона (“Реахим”, Рос-
сия) и выдерживали в течение ночи при темпера-
туре 4°С. На следующий день осадок отделяли
центрифугированием при 3500 g, (4°С, 5 мин) и
высушивали в течение 48 ч на воздухе при ком-
натной температуре. Подсушенный осадок пере-
растворяли в 0.1%-ном водном растворе ТФУ
(~20 мл) и обессоливали методом ОФ-ВЭЖХ на
колонке Aquapore C8 10 × 100 мм (“Applied Biosys-
tems”, США). Элюцию проводили ступенчатым
градиентом концентрации (0–60%) ацетонитрила
в 0.1%-ной водной ТФУ. Собранный элюат упа-
ривали на вакуумной центрифуге (“Labconco”,
США), а затем лиофилизировали.

Дальнейшее разделение белково-пептидного
экстракта проводили методом псевдоаффинной
хроматографии среднего давления на колонке
(15 × 60 мм) с Heparin-HiTrapSepharose (“GE-
HealthCare”, США) в ступенчатом градиенте кон-
центрации NaCl (100, 500 и 1000 мМ) в 10 мМ
трис-HCl буфере, pH 7.2, при скорости потока
подвижной фазы 3 мл/мин и детекции поглоще-
ния при длине волны 280 нм. Элюированную с
колонки 100 мМ NaCl фракцию затем рехромато-
гарфировали методом аналитической обращено-
фазовой ВЭЖХ на колонке Vydac 4.6 × 250 мм
(“GraceVydac”, США) в линейном (5–50%) гра-
диенте концентрации 80%-ного ацетонитрила в
0.1%-ной ТФУ за 50 мин с последующим допол-
нительным элюированием (50–75%) в течение
10 мин. Скорость потока подвижной фазы состав-
ляла 1 мл/мин, поглощение измеряли при 214 нм.

Рехроматогарфию активной фракции прово-
дили на колонке ОФ-ВЭЖХ Luna 3.0 × 150 мм
(“Phenomenex”, США) с элюцией линейным гра-
диентом концентрации 80%-ного ацетонитрила
в 0.1% ТФУ за 30 мин при скорости потока
0.7 мл/мин.

MALDI-TOF/TOF-MS–анализ АМП из коло-
сьев пырея. Анализ АМП осуществляли с помо-
щью установки Autospeed MALDI-TOF (“Bruker
Daltonics”, Германия) в режиме положительных
ионов. В качестве матрицы использовали 2,5-ди-
гидроксибензойную кислоту (DHB) (“Sigma-Al-
drich”, США) в концентрации 20 мг/мл 80%-ного
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ацетонитрила. Раствор анализируемого образца
(0.8 мкл) смешивали с эквивалентным объемом
матрицы и наносили на мишень. Анализ масс-
спектров осуществляли с использованием утили-
ты mMass – Open Source Mass Spectrometry Tool v.
5.5.0 (http://www.mmass.org/).

Определение первичной структуры АМП из коло-
сьев пырея. Первичную структуру АМП из колосьев
пырея исследовали методом автоматической сту-
пенчатой деградации по Эдману с использовани-
ем секвенатора белков и пептидов PPSQ-33A
(“Shimadzu”, Япония) согласно протоколу фир-
мы-производителя. Для анализа брали 600 пмоль
пептида, очищенного методом аналитической
ОФ-ВЭЖХ, и растворяли в 30 мкл 50%-ного аце-
тонитрила с добавлением 0.1%-ной ТФУ. Иден-
тификация полученных первый раз полностью
фенилтиогидантоиновых производных аминокис-
лот относительно калибровочного профиля прово-
дили с использованием программного обеспечения
(ПО) LabSolution (“Shimadzu”, Япония).

Расчет поверхностного заряда АМП колосьев
пырея проводили с помощью ПО GPMAW версия
12.5 (“Light House Data”, Дания).

Круговой дихроизм (КД). Пептид растворяли в
40 мкл воды MQ (pH 5.7), а также отдельно в бу-
фере, содержащем 100 мМ NaCl, 50 мМ
Na2HPO4/NaH2PO4 (pH 7.5) для получения рас-
твора с концентрацией 1 мг/мл. Спектры КД ре-
гистрировали на спектрополяриметре J-810 (“Jas-
co”, Япония) и анализировали с использованием
ПО CONTINLL как описано ранее [16].

Спектрофотометрический анализ. Спектры по-
глощения активных соединений в диапазоне
200–800 нм снимали с использованием спектро-
фотометра UV-1800 (“Shimadzu”, Япония) с при-
менением кварцевых кювет объемом 2 мл с дли-
ной оптического пути 1 см.

Получение рекомбинантного аналога АМП из
колосьев пырея. Для получения рекомбинантного
аналога АМП была произведена сборка генетиче-
ской конструкции для последующей экспрессии
синтетического гена, кодирующего данный пеп-
тид, в прокариотической системе. Нуклеотидная
последовательность была получена из аминокис-
лотной методом обратной трансляции с использо-
ванием таблицы частоты использования кодонов
для E. coli. На 5'-конец полученных последователь-
ностей были добавлены сайт узнавания эндо-
нуклеазы рестрикции KpnI и кодон ATG, кодиру-
ющий метионин, на 3'-конец – стоп-кодон и сайт
узнавания эндонуклеазы рестрикции HindIII.
Фрагмент, кодирующий целевой АМП был со-
бран посредством ПЦР-амплификации синтети-
ческих олигонуклеотидов (“Евроген”, Россия) с
помощью высокоточной полимеразы Phusion-
HotStart II DNA Polymerase (“Thermo Fisher Sci-
entific”, США) и клонирован в вектор pJET12blunt

(“Invitrogen”, США): arAMPg1f: TAGGGTAC-
CATGGGAGGTGGAGGTGGA; arAMPg1r:
CATAAGCTTTTAAGCAGTGTGTCTATGTCT;
arAMPg1-1: TAGGGTACCATGGGAGGTGGAG-
GTGGAGGTGGAGGTTATCCAGGTCACG-
GAGGTGGAGGTGGAGGATATCCTGGTCAT-
GGAGGAGGTGGT; arAMPg1-2: CATA-
AGCTTTTAAGCAGTGTGTCTATGTCTGTGTC
TATGTCTATGTCTACCACCACCTCCTCCAC-
CACCTCCTCCATGACCAGGATATCCT.

После отбора клонов методом ПЦР и подтвер-
ждения идентичности последовательности нуклео-
тидов методом дидезоксисеквенирования (“Евро-
ген”, Россия) полученный фрагмент был пере-
клонирован в вектор pET32b и в итоге была
проведена трансформация клеток E.coli штамма
Origami. Целевой пептид ассоциирован в составе
химерной конструкции с оригинальным белком
E. coli – тиоредоксином, способствующим, в част-
ности, правильному процессу пространственной
укладки пептида. Полученным штаммом E. coli, не-
сущим плазмиду, кодирующую гибридный белок,
была инокулирована среда LB. К 50 мл ночной
культуры бактерий добавляли свежую среду LB
(1 л) и подращивали до достижения OD600 = 0.6,
после чего добавляли индуктор экспрессии
ИПТГ до концентрации 1 мМ. Культуру выращи-
вали 5 ч, клетки отделяли центрифугированием, а
затем суспендировали в буфере для лизиса (50 мМ
дигидрофосфат натрия, 300 мМ хлорид натрия,
10 мМ имидазол, pH 8.0) и разрушали методом
ультразвуковой дезинтеграции. Для высокоспе-
цифичного выделения гибридного белка освет-
ленный лизат наносили на Ni-NTA-агарозу, после
промывки лизирующим и промывочным (50 мМ
дигидрофосфат натрия, 300 мМ хлорид натрия,
20 мМ имидазол, pH 8.0) буферами. Белок элюи-
ровали буфером следующего состава: 50 мМ ди-
гидрофосфат натрия, 300 мМ хлорид натрия,
250 мМ имидазол, pH 8.0. Гидролиз целевого ре-
комбинантного пептида от тиоредоксина осу-
ществляли бромцианом по карбоксильной группе
остатка метионина, расположенного в полипептид-
ной цепи непосредственно перед N-концевым
остатком АМП. Согласно методике [17], к раствору
фьюжн-белка в элюирующем буфере после ме-
талл-аффинной хроматографии (~15 мл с кон-
центрацией 1.6 мг/мл) добавляли 12 мкл 8 М рас-
твора бромциана в 80%-ном ацетонитриле. Гид-
ролиз проводили в течение 18 ч в темноте, после
чего раствор упаривали на вакуумной центрифуге
SpeedVac (“Savant”, США). Финальное разделение
продуктов реакции осуществляли путем полупре-
паративной ОФ-ВЭЖХ на колонке JupiterC5 10 ×
× 250 мм 300 Анг (“Phenomenex”, США) в линей-
ном градиенте (10–70%) концентрации ацето-
нитрила в 0.1%-ной ТФУ, при скорости потока
подвижной фазы 4.5 мл/мин и детектировании
поглощения при 280 нм.
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Антифунгальная активность. Активность опре-
деляли методом диско-диффузионного анализа с
использованием стерильных бумажных дисков
(бумага фильтровальная Ф ГОСТ 12026-76, Рос-
сия), смоченных раствором тестируемого пептида и
высушенных в стерильных условиях. Контролем
чувствительности тест-организма служили стан-
дартные диски с амфотерицином в концентарции
40 мкг/диск (“НИИ Пастера”, Россия).

Определение реактивирующей активности. Ре-
активирующую активность определяли с исполь-
зованием культуры S. cerevisiae ВКПМ Y-1200.
При определении биологической активности ин-
дивидуального пептида дрожжевые клетки под-
вергали УФ-облучению (с лампой БУВ-30 мощ-
ностью 30 Вт) при длине волны 253.7 нм. Лио-
фильно высушенный пептид растворяли в 0.3 мл
физиологического раствора, добавляли равный
объем облученной дрожжевой суспензии, инку-
бировали в течение 15 мин, а затем готовили раз-
ведения суспензий для посева на сусло-агар в
5 повторностях. В качестве контроля использова-
ли суспензию клеток, инкубированных только с
физиологическим раствором. Подсчет колоний
проводили через 2 сут инкубации при температу-
ре 28°С [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В результате проведенной кислотной экстрак-

ции измельченного растительного материала с
последующим концентрированием и осаждением
суммарного белка ацетоном из 50 г сырой массы
было получено 2.1 г осадка. После обессоливания
методом ОФ-ВЭЖХ, при котором происходила
очистка от низкомолекулярных органических
примесей небелковой природы, общий вес обога-
щенного белково-пептидного осадка в виде лио-
филизата составил приблизительно 560 мг, что
составляло 1.2% от массы сырого растительного
материала.

Согласно оптимизированной универсальной
схеме, многократно применённой при выделении
АМП из различных видов растений [19], первой
стадией грубого фракционирования была псевдо-
аффинная хроматография на гепарин-сефарозе,
которая способна сорбировать молекулы, имеющие
положительный заряд [20]. В результате ступенча-
того элюирования вещества, имеющего различное
сродство к неподвижной фазе были собраны три
суммарные фракции (100 мМ, 500 мМ и 1 М NaCl),
каждая из которых после обессоливания методом
ОФ-ВЭЖХ (см. “Методика”) была проверена на
наличие антифунгальных свойств. В результате
наибольший диаметр зоны ингибирования роста
тестового штамма A. niger был отмечен для фрак-
ции 100 мМ, которая впоследствии была подверг-
нута дальнейшему разделению методом аналити-
ческой ОФ-ВЭЖХ. По итогам разделения был

получен хроматографический профиль с набором
индивидуальных пиков, элюирующихся с колонки
преимущественно в интервале 30–50 мин (рис. 1).
Стоит отметить, что ограниченное число фрак-
ций, которые были получены в результате хрома-
тографического разделения, по всей видимости,
связано с присутствием запасных белков, что ра-
нее также было показано для зерна как культур-
ных злаков, так и диких [21, 22]. Ввиду того, что
подобные растительные белки имеют молекуляр-
ные массы в довольно широком диапазоне, введе-
ние дополнительной стадии хроматографической
очистки, например гель-фильтрации, далеко не
всегда приводит к положительному результату.
Проверка собранных фракций показала наличие
антифунгальной активности на качественном
уровне единственного компонента со временем
удерживания 44 мин. По данным масс-спектро-
метрического анализа для данной фракции был
измерен набор сигналов [M + H] в диапазоне
3491.0–4196.0 Да с двумя преобладающими по ин-
тенсивности сигналами 3879.3 и 3951.0 соответ-
ственно (рис. 2). Последующая рехроматография
этой фракции позволила локализовать основное
соединение со средней молекулярной массой
3878.3 Да и чистотой 92.5% (данные не приведе-
ны). Полученное значение молекулярного веса
данного вещества позволило предположить его
полипептидную природу, которая была в даль-
нейшем подтверждена методом автоматической
деградации по Эдману. Была установлена пер-
вичная структура данной молекулы, состоящая из
43 аминокислотных остатков, не имеющая остат-
ков цистеина и состоящая преимущественно из
полиглициновых повторов (рис. 3).

Стоит также отметить, что для пептида харак-
терно наличие двух идентичных мотивов Tyr-Pro-
Gly-His в N-концевом и центральном фрагментах
молекулы, а также поли-Arg/His-последователь-
ности на С-конце. Характерно, что присутствие
обилия остатков положительно заряженных амино-
кислот в структуре пептида, названного ER-GRP, в
сочетании, предположительно, с отсутствием ста-
билизированной пространственной структуры
обеспечивает высокий положительный заряд мо-
лекулы. Так, при нейтральном значении рН (7.0)
его расчетное значение составляло +5.33, тогда
как при физиологически нейтральном (5.5) оно
доходило до +10.1. Эти расчеты позволили отне-
сти новый АМП колосьев пырея к группе высоко-
основных молекул. Поиск гомологий среди ами-
нокислотных последовательностей по базам дан-
ных NCBI с применением алгоритма BLASTP
среди аннотированных структур царства Растения
(Viridiplantae) не выявил гомологичных структур.
Среди наиболее близких аналогов ER-GRP мож-
но отметить два представителя группы шеферинов
(I и II) плодов сорного растения пастушья сумка
(Capsella bursa-pastoris) семейства Капустные (Bras-
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Рис. 1. Профиль ОФ-ВЭЖХ фракции, полученной при элюировании 100 мМ NaCl с колонки Heparin-Sepharose в ре-
зультате аффинной хроматографии. Отмечен пик, соответствующий пептиду ER-GRP.
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Рис. 2. MALDI-масс-спектрометрический анализ фракции, содержащей АМП ER-GRP.
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sicaceae) (рис. 3) [20]. Спектральное определение
упорядоченных элементов вторичной структуры
рекомбинантного аналога АМП колосьев пырея
методом КД показало преимущественное форми-
рование неупорядоченного клубка как в водном,
так и в солевом растворе, которое с высокой долей
вероятности обеспечивается многочисленными
пространственными поворотами полипептидной
цепи за счет присутствия остатков глицина.

Таким образом, по совокупности имеющихся
данных о структуре пептида можно утверждать,
что он обладает уникальной аминокислотной по-
следовательностью и может быть отнесен к струк-
турной группе неклассифицированных АМП
растений – глицин/гистидин-богатым пептидам
[23]. Характерно, что для некоторых глицин-бога-
тых растительных белков методом молекулярной
динамики была предсказана пространственная
укладка по типу чередования альфа-спиральных
участков, бета-поворотов и элементов неупоря-
доченного клубка [24].

Для исследования функциональной активно-
сти путем гетерологической экспрессии в прока-
риотической системе был получен рекомбинант-
ный аналог пептида ER-GRP, который изначально
был экспрессирован в виде химерного белка с
тиоредоксином E. coli. Селективный химический
протеолиз очищенного белка после аффинной
хроматографии осуществляли по карбоксильной
группе остатка метионина, локализованного в

линкерном участке между двумя полипептидами,
с последующей очисткой целевого пептида полу-
препаративной ОФ-ВЭЖХ. В результате из одно-
го литра бактериальной культуры расчетный вы-
ход рекомбинантного ER-GRP составил 4.6 мг.

Оценка биологической активности нового
АМП из колосьев пырея (E. repens) осуществляли,
в первую очередь, по его способности ингибиро-
вать рост тестовых культур условно патогенных
грибов рода Aspergillus и дрожжевых грибов in vitro.
Стоит отметить, что пептид ER-GRP проявил
слабые антимикробные свойства. Так, при воз-
действии на C. albicans ATCC 2091 зона подавле-
ния роста культуры была отмечена при концен-
трации 104 мкМ (диаметр составил 9 мм). По от-
ношению к A. niger INA 00760 и A. fumigatus КПБ
F-37 при 52 мкМ, а диаметр зоны ингибирования
составил 12 и 10 мм соответственно. При этом
двукратное увеличение нагрузки приводило к
значительному возрастанию регистрируемого ан-
тимикробного эффекта: 25 для первой культуры и
22 мм – для второй (рис. 4). Таким образом,
условно патогенные грибы рода Aspergillus ока-
зались более чувствительными к действию иссле-
дуемого пептида, по сравнению с дрожжевой
культурой. В сравнительном аспекте наиболее
близкие к ER-GRP гомологи, шаферины I и II из
пастушьей сумки (Capsella bursa-pastoris) обладали
более выраженным антифунгальным эффектом,
в первую очередь, по отношению к дрожжевым
культурам рода Candida в широком диапазоне

Рис. 3. Выравнивание полных аминокислотных последовательностей АМП колосьев пырея (ER-GRP) и ближайших
гомологов – шеферинов I и II из плодов пастушьей сумки (Capsella bursa-pastoris).
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Рис. 4. Диско-диффузионный методом определения антифунгальной активности ER-GRP в отношении следующих
культур: Aspergillus niger INA 00760 (а), A. fumigatus КПБ F-37 (б), Candida albicans ATCC 2091 (в).
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действующих концентраций (1.56–50 мкМ) [25] и
одновременно слабым эффектом против условно
патогенных грибов, в частности, из рода Aspergil-
lus [20].

При проверке пептида ER-GRP на способность
к реактивирующему действию, обеспечивающему
повышение уровня выживаемости пекарских
дрожжей (Saccharomyces cerevisiae ВКПМ Y-1200)
после УФ-облучения в пределах концентраций
7.5–52 мкМ, при 26 мкМ наблюдали ее достовер-
ное увеличение в среднем в 1.46 раза по сравнению
с контрольным вариантом (табл. 1). Характерно, что
в случае аппликации биологически активного пеп-
тида растительного происхождения реактивиру-
ющее действие на культуру S. cerevisiae ВКПМ
Y-1200, подвергшуюся жесткому воздействию УФ-
облучения, было выражено значительно меньше,
чем при использовании реактивирующего факто-
ра из Luteococcus japonicus sbsp. casei, который по
химической природе также представлял корот-
кий линейный пептид [26].

Таким образом, выделен и охарактеризован
новый пептид из колосьев пырея ползучего (E. re-
pens) не содержащий в своей структуре остатков
цистеина, а имеющий ряд чередующихся по-
лиглициновых участков между которыми локали-
зованы фрагменты, состоящие из полярных ами-
нокислотных остатков. С-концевой фрагмент
молекулы представляет собой положительно за-
ряженный сайт, обогащенный остатками аргини-
на и гистидина. Функциональная характеристика
данного пептида позволила установить наличие
двух типов биологической активности – слабой
антифунгальной и более выраженной реактивиру-
ющей, что является в достаточной степени уни-
кальным примером участия одной и той же молеку-
лы в иммунитете растений к стрессовым факторам
как биотической, так и абиотической природы.
Полученные данные расширяют представление о
функциональных особенностях защитных пепти-
дов растений необычного структурного типа, и
позволит в дальнейшем обозначить подходы к их
классификации.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 18-74-
10073-П).
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Antifungal and Reactivation Activity of a Novel Glycine/histidine-rich Linear Peptide 
from Dog-grass (Elytrigiarepens (L.) Desv. ex Nevski) EARS

D. Yu. Ryazantseva, *, E. Yu. Khodzhaevb, A. E. Kuvarinac, A. S. Barashkovaa, and E. A. Rogozhina, c

a Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Moscow, 117997 Russia
b Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia

c Gause Institute New Antibiotics, Moscow, 119021 Russia
*e-mail: rea21@list.ru

Using a combination of solid-phase extraction, affinity chromatography, and analytical reverse-phase
HPLC, a new linear peptide was isolated from dog-grass (Elytrigia repens) ears, which does not contain cys-
teine residues. Identification of its primary structure by Edman automated degradation made it possible to
reveal the presence of several polyglycine regions, each consisting of 6–8 residues, between which short frag-
ments consisting of polar amino acid residues are localized. The C-terminal fragment of the molecule is a
positively charged site enriched in arginine and histidine residues. The structural features of this peptide de-
termine its functionality. Thus, checking the presence of antimicrobial properties in its recombinant ana-
logue, obtained by heterologous expression in a prokaryotic system, made it possible to determine the MIC
for the tested fungal cultures only at sufficiently high active concentrations (52–104 μM). However, this com-
pound had regulatory properties: at a concentration of 25 μM, a reactivating effect was noted, which in-
creased the level of survival of Saccharomyces cerevisiae to UV-irradiation. The data obtained expand the un-
derstanding of the functional features of plant defense peptides of an unusual structural type.

Keywords: antimicrobial peptides, reactivation activity, primary structure, dog-grass
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