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Ïðåäëîæåí ïðîñòîé ìåòîä âûäåëåíèÿ ãëþêîêèíàçû èç ðàñòâîðèìîé ôðàêöèè ïå÷åíè êðû-
ñû, ïîçâîëÿþùèé ïîëó÷àòü ïðåïàðàò ñ âûñîêîé óäåëüíîé àêòèâíîñòüþ ñ ñîõðàíåíèåì íàòèâ-
íûõ êèíåòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ôåðìåíòà, ïðàêòè÷åñêè ëèøåííûé ïðèìåñè äðóãèõ ìîëåêóëÿðíûõ
ôîðì ãåêñîêèíàçû. Ãðàôèê çàâèñèìîñòè ñêîðîñòè ðåàêöèè îò êîíöåíòðàöèè ãëþêîçû èìååò
âûðàæåííûé ñèãìîèäàëüíûé õàðàêòåð: ïðè 25°Ñ è 2°Ñ êîýôôèöèåíòû Õèëëà âî âñåì äèàïà-
çîíå êîíöåíòðàöèé ñóáñòðàòà ðàâíû 1,76 è 1,35; çíà÷åíèÿ S0,5 äëÿ ãëþêîçû ñîñòàâëÿþò 6,90 ìÌ
è 20 ìÌ ñîîòâåòñòâåííî. Îáñóæäàåòñÿ ðîëü êèíåòè÷åñêîãî ìåõàíèçìà ðåàêöèè â ðåãóëÿöèè
àêòèâíîñòè ãëþêîêèíàçû â ïå÷åíè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ãëþêîêèíàçà, ãåêñîêèíàçà, êîîïåðàòèâíûå ñâîéñòâà.

Ãëþêîêèíàçà (ÀÒÐ:D-ãëþêîçà-6-ôîñôîòðàíñôå-
ðàçà, ÊÔ 2.7.1.1, ÃËÊ) ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ìîëåêó-
ëÿðíûõ ôîðì ãåêñîêèíàçû (ÃÊ) ìëåêîïèòàþùèõ [1].
Ôåðìåíò ýêñïðåññèðóåòñÿ â ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçå
è ïå÷åíè, ãäå ïðåäñòàâëåí ðàçíûìè èçîçèìàìè [2].
Ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì [1—5], ÃËÊ ïîäæå-
ëóäî÷íîé æåëåçû èãðàåò ðîëü ãëþêîçíîãî ñåíñîðà,
ñòèìóëèðóþùåãî ñåêðåöèþ èíñóëèíà ïðè ãèïåðãëè-
êåìèè, à ÃËÊ ïå÷åíè ó÷àñòâóåò â áûñòðîì óäàëåíèå
èçáûòêà ãëþêîçû (Glc) èç êðîâè. Íà äîëþ ÃËÊ â ïå-
÷åíè ïðèõîäèòñÿ îêîëî 80% îò îáùåé àêòèâíîñòè
âñåõ ìîëåêóëÿðíûõ ôîðì ÃÊ [4—7], ïðè÷åì èìåííî
ÃËÊ îáåñïå÷èâàåò áûñòðûé ñèíòåç ãëèêîãåíà è åãî
äåïîíèðîâàíèå â ïå÷åíè ïðè ãèïåðãëèêåìèè [5, 8].

Ñ ôèçèîëîãè÷åñêîé òî÷êè çðåíèÿ îñîáûé èíòå-
ðåñ ïðåäñòàâëÿåò ìåõàíèçì ñðî÷íîé àêòèâàöèè ÃËÊ,
ñâÿçàííûé ñî ñïåöèôè÷åñêèì êèíåòè÷åñêèì ïîâåäå-
íèåì ôåðìåíòà [9]. Â îòëè÷èå îò äðóãèõ ìîëåêóëÿð-
íûõ ôîðì ãåêñîêèíàçû ÃËÊ äåìîíñòðèðóåò ïîëîæè-
òåëüíóþ êîîïåðàòèâíîñòü ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ Glc
â îáëàñòè åå ôèçèîëîãè÷åñêèõ êîíöåíòðàöèé [6, 7,
10—12]. Ñòåïåíü êîîïåðàòèâíîñòè ïðè âçàèìîäåéñò-
âèè ÃËÊ ñ ñóáñòðàòîì õàðàêòåðèçóåòñÿ âåëè÷èíîé
êîýôôèöèåíòà Õèëëà (h) 1,5—2 [4, 9, 11—13]. Ýòà
êîîïåðàòèâíîñòü íå ñâÿçàíà ñ íàëè÷èåì äâóõ öåíò-
ðîâ ñâÿçûâàíèÿ Glc íà ìîëåêóëå ôåðìåíòà [1] èëè
ñ åãî îëèãîìåðíîé îðãàíèçàöèåé, òàê êàê ÃËÊ, êàê
è äðóãèå èçîôîðìû ãåêñîêèíàçû, ÿâëÿåòñÿ ìîíîìåð-
íûì áåëêîì [1, 14], ïðè÷åì îëèãîìåðèçàöèè ÃËÊ â
õîäå ðåàêöèè òàêæå íå íàáëþäàåòñÿ [15]. Â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ êîîïåðàòèâíûé õàðàêòåð âçàèìîäåéñòâèÿ
ÃËÊ ñ ñóáñòðàòîì îáúÿñíÿåòñÿ ìåäëåííîé êîíôîð-
ìàöèîííîé ïåðåñòðîéêîé ìîëåêóëû ôåðìåíòà ïðè
ñâÿçûâàíèè Glc, ïðèâîäÿùåé ê èçìåíåíèþ êîíôîð-

ìàöèè ñóáñòðàòñâÿçûâàþùåãî öåíòðà, ÷òî óâåëè÷è-
âàåò ñðîäñòâî ôåðìåíòà ê ñóáñòðàòó [1, 11, 12, 16].
Ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé ñïåêòðîñêîïèè óäà-
ëîñü çàðåãèñòðèðîâàòü èçìåíåíèå êîíôîðìàöèè ÃËÊ
ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ Glc [16] è èçìåðèòü ìèêðîñêî-
ïè÷åñêèå êîíñòàíòû ñêîðîñòåé îáðàçîâàíèÿ ïðîìå-
æóòî÷íîãî êîìïëåêñà Glc-ÃËÊ è åãî êîíôîðìàöè-
îííîãî ïðåâðàùåíèÿ â êàòàëèòè÷åñêè êîìïåòåíòíûé
êîìïëåêñ [12].

Ïðîÿâëåíèå êîîïåðàòèâíîñòè ÃËÊ ïðè âçàèìî-
äåéñòâèè ñ ñóáñòðàòîì çàâèñèò îò ñòåïåíè íàòèâíî-
ñòè ïðåïàðàòà áåëêà: êîîïåðàòèâíîñòü óòðà÷èâàåòñÿ
ïðè õðàíåíèè, à òàêæå ó âûñîêîî÷èùåííûõ ïðåïàðà-
òîâ ôåðìåíòà [9, 17,18]. Êàê ïðàâèëî, î÷èñòêà ôåðìåí-
òà ñîïðîâîæäàåòñÿ èçìåíåíèåì êèíåòè÷åñêèõ ñâîéñòâ
è/èëè óòðàòîé ñòàáèëüíîñòè ôåðìåíòà. Âûñîêîî÷è-
ùåííûé ôåðìåíò èç ïå÷åíè êðîëèêà îêàçàëñÿ ëèøåí-
íûì êîîïåðàòèâíîñòè ïî Glc [17]. Ïðè ñòåïåíè î÷èñò-
êè 40% ïðåïàðàò ÃËÊ èç ïå÷åíè êðûñû [18] áûñòðî
èíàêòèâèðîâàëñÿ ïðè õðàíåíèè [9]. Èçìåíåíèå ïðî-
öåäóðû î÷èñòêè [17] ïðèâîäèëî ê ïîëó÷åíèþ ïðåïà-
ðàòà ôåðìåíòà ñ âûñîêèì âûõîäîì (85%), íî íèçêîé
êîîïåðàòèâíîñòüþ ïî Glc [9].

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäëîæåí áûñòðûé ìåòîä
ïîëó÷åíèÿ î÷èùåííîãî ïðåïàðàòà ÃËÊ èç ïå÷åíè êðû-
ñû ñ ñîõðàíåíèåì íàòèâíûõ ñâîéñòâ ôåðìåíòà è ïðî-
àíàëèçèðîâàíî âëèÿíèå KCl è äèòèîòðåéòîëà (ÄÒÒ)
íà êîîïåðàòèâíîñòü ÃËÊ ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ Glc.

Ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ

Â îïûòàõ èñïîëüçîâàëè áåëûõ êðûñ âåñîì
180—200 ã, ñîäåðæàâøèõñÿ íà ñòàíäàðòíîé äèåòå
(ïèùåâûå ãðàíóëû äëÿ ãðûçóíîâ, ed libitum). Ýêñïå-
ðèìåíòû ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ Ìåæäóíàðîä-

14 ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 16. ÁÈÎËÎÃÈß. 2015. ¹ 1



íûìè ñòàíäàðòàìè ïî ëàáîðàòîðíîé ïðàêòèêå (Good
Laboratory Practice, GLP). Âñå ïðîöåäóðû ïî ïîëó-
÷åíèþ êëåòî÷íûõ ôðàêöèé è ïðåïàðàòîâ ôåðìåíòà
ïðîâîäèëè ïðè 2°Ñ.

Ïîëó÷åíèå ðàñòâîðèìîé ôðàêöèè. Ïîñëå äåêàïè-
òàöèè æèâîòíûõ ïå÷åíü èçâëåêàëè, îõëàæäàëè è ïðî-
ìûâàëè ëåäÿíîé âîäîé, îñâîáîæäàëè îò æèðà, ñîåäè-
íèòåëüíîé òêàíè è êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ è èçìåëü÷àëè
íîæíèöàìè. Íàâåñêó èçìåëü÷åííîé òêàíè ãîìîãåíè-
çèðîâàëè â ãîìîãåíèçàòîðå Ïîòòåðà (ñòåêëî-òåôëîí)
â ïÿòèêðàòíîì îáúåìå ñðåäû âûäåëåíèÿ (25 ìÌ Tris-
ÍÑl, ðÍ 7,6; 250 ìÌ ñàõàðîçà; 1 ìÌ ÝÄÒÀ; 2 ìÌ
ÄÒÒ) â òå÷åíèå 1 ìèí ïðè ñêîðîñòè âðàùåíèÿ ïåñòè-
êà 800 îá/ìèí. Ê ãîìîãåíàòó äîáàâëÿëè ñðåäó âûäåëå-
íèÿ äî 10-êðàòíîãî ðàçâåäåíèÿ è öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè 25 000 ½ g â òå÷åíèå 30 ìèí. Ïîëó÷åííûé ñóïåð-
íàòàíò ïðåäñòàâëÿë ñîáîé ðàñòâîðèìóþ êëåòî÷íóþ
ôðàêöèþ.

Ïîëó÷åíèå ïðåïàðàòà ÃËÊ èç ðàñòâîðèìîé ôðàê-
öèè ïðîâîäèëè ìåòîäîì èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðà-
ôèè íà ÄÝÀÝ-öåëëþëîçå (ãîòîâèëàñü â âèäå ñóñïåí-
çèè â 10 ìÌ Ê-ôîñôàòíîì áóôåðå, ðÍ 7,0, 90 ìã
èîíîîáìåííèêà/ìë). Ê ðàñòâîðèìîé ôðàêöèè, ñîäåð-
æàùåé âñå èçîçèìû ÃÊ, ïðè ïåðåìåøèâàíèè äîáàâ-
ëÿëè ïî êàïëÿì ÄÝÀÝ-öåëëþëîçó äî ñîîòíîøåíèÿ
0,1 ìë ñóñïåíçèè íà 1 ìë ðàñòâîðèìîé ôðàêöèè è âû-
äåðæèâàëè ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè 15 ìèí.
ÄÝÀÝ-öåëëþëîçó ñ àäñîðáèðîâàííûìè íà íåé áåë-
êàìè îòäåëÿëè íà âîðîíêå Áþõíåðà. Ïîëíîòó àäñîðá-
öèè ÃËÊ êîíòðîëèðîâàëè, èçìåðÿÿ àêòèâíîñòü ôåð-
ìåíòà â ïîëó÷åííîì ôèëüòðàòå.

Èçîçèìû ÃÊ ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì ê Glc ýëþè-
ðîâàëè ñ ÄÝÀÝ-öåëëþëîçû ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì
150 ìÌ ÊÑl, 10 ìÌ Ê-ôîñôàòíîãî áóôåðà, ðÍ 7,0,
è 2 ìÌ ÄÒÒ â îáúåìå, ðàâíîì îáúåìó ðàñòâîðèìîé
ôðàêöèè, âçÿòîé â ýêñïåðèìåíò. Îñàäîê èîíîáìåííè-
êà ñ àäñîðáèðîâàííûìè ôåðìåíòàìè ñóñïåíäèðîâà-
ëè â ýëþèðóþùåì ðàñòâîðå, ñóñïåíçèþ ïåðåíîñèëè
â õèìè÷åñêèé ñòàêàí è ýëþèðîâàëè ïðèìåñíûå èçî-
çèìû ÃÊ â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìå-
øèâàíèè. ÄÝÀÝ-öåëëþëîçó ñ àäñîðáèðîâàííîé ÃËÊ
îòäåëÿëè íà âîðîíêå Áþõíåðà. Äëÿ ïîëíîòû îòäåëå-
íèÿ èçîçèìîâ ÃÊ îò ÃËÊ ïðîâîäèëè ïîâòîðíóþ ýëþ-
öèþ òåì æå ðàñòâîðì.

Ýëþöèþ ãëþêîêèíàçû ñ ÄÝÀÝ-öåëëþëîçû ïðî-
âîäèëè ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì 400 ìÌ ÊÑl, 10 ìÌ
Ê-ôîñôàòíîãî áóôåðà, ðÍ 7,0, è 2 ìÌ ÄÒÒ. Ïðè îä-
íîêðàòíîé ýëþöèè âûõîä ôåðìåíòà ñîñòàâëÿë 60—70%,
ïðè 2-êðàòíîé — 80—90%.

Âûñàëèâàíèå ÃËÊ èç ýëþàòà ïðîâîäèëè ñóëüôà-
òîì àììîíèÿ ïðè íàñûùåíèè 65%. Ïîñëå äîáàâëåíèÿ
íåîáõîäèìîãî êîëè÷åñòâà ñóõîãî ñóëüôàòà àììîíèÿ
ýëþàò èíêóáèðîâàëè ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè
â òå÷åíèå 20 ìèí äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ îñàäêà áåëêà.
Îñàäîê îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 20 000 ½ g
â òå÷åíèå 15 ìèí. ÃËÊ ìîæåò õðàíèòüñÿ â ïîëó÷åííîì
îñàäêå ïðè 2°Ñ â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ äíåé áåç ïîòå-
ðè àêòèâíîñòè. Ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì îñàäîê ðàñ-

òâîðÿëè â 50 ìÌ Tris-ÍÑl, ðÍ 7,8, ñîäåðæàùåì 2 ìÌ
ÄÒÒ èç ðàñ÷åòà: îñàäîê, ïîëó÷åííûé èç 1 ã òêàíè íà
1 ìë áóôåðà. Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä îïðåäåëåíèåì
àêòèâíîñòè ÃËÊ ïðåïàðàò ðàçâîäèëè â 10 ðàç áóôå-
ðîì òîãî æå ñîñòàâà.

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ÃËÊ ïðè 25°Ñ ïðîâîäè-
ëè ýíçèìàòè÷åñêèì ìåòîäîì ïðè íåïðåðûâíîé ðå-
ãèñòðàöèè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðè 340 íì (çà ñ÷åò
îáðàçîâàíèÿ NADPÍ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîïðÿæåí-
íîé ñèñòåìû ñ ãëþêîçî-6-ôîñôòàòäåãèäðîãåíàçîé
(Ã6ÔÄÃ). Ïðîáà 1 (îáúåì 1,5 ìë) äëÿ îïðåäåëåíèÿ
îáùåé ãåêñîêèíàçíîé àêòèâíîñòè (ÃËÊ + ÃÊ) ñîäåð-
æàëà 2—250 ìÌ ãëþêîçû; 50 ìÌ Òris-HCl, ðÍ 7,8;
5 ìÌ ÀÒP; 10 ìÌ MgCl2; 100 ìÌ ÊÑl; 2 ìÌ ÄÒÒ;
0,25 ìÌ NADP+; 1 IU Ã6ÔÄÃ; 50 ìêë ðàçâåäåííîãî
ïðåïàðàòà ôåðìåíòà. Ïðîáà 2 (îáúåì 1,5 ìë) äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ àêòèâíîñòè èçîçèìîâ ÃÊ ñ âûñîêèì ñðîäñò-
âîì ê ãëþêîçå ñîäåðæàëà 0,8 ìÌ ãëþêîçû è âñå óêà-
çàííûå âûøå êîìïîíåíòû â òåõ æå êîíöåíòðàöèÿõ.
Àêòèâíîñòü ÃËÊ îïðåäåëÿëè ïî ðàçíèöå àêòèâíîñòè
â ïðîáàõ 1 è 2. Çà åäèíèöó àêòèâíîñòè ïðèíèìà-
ëè òàêîå êîëè÷åñòâî ôåðìåíòà, êîòîðîå ïðåâðàùàåò
1 ìêìîëü ñóáñòðàòà çà 1 ìèí ïðè 25°Ñ.

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ÃËÊ ïðè 2°Ñ ïðîâîäè-
ëè â ïðîáèðêàõ Åppendorf, ïîìåùåííûõ â ëåä, ïîñëå
óñòàíîâëåíèÿ â íèõ òåìïåðàòóðû 2°Ñ. Ïðîáû 1 è 2
(ñì. âûøå) îáúåìîì 1,5 ìë ñîäåðæàëè âñå óêàçàí-
íûå âûøå êîìïîíåíòû, çà èñêëþ÷åíèåì NADP+ è
Ã6ÔÄÃ. Ðåàêöèþ íà÷èíàëè äîáàâëåíèåì 200 ìêë
ïðåïàðàòà ôåðìåíòà è èíêóáèðîâàëè ïðîáû 10 ìèí.
Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè íàãðåâàíèåì ïðîáèðîê â êè-
ïÿùåé âîäÿíîé áàíå (3 ìèí). Áåëîê îñàæäàëè öåíò-
ðèôóãèðîâàíèåì ïðè 13 000 ½ g â òå÷åíèå 5 ìèí. Àëè-
êâîòû êîëè÷åñòâåííî ïåðåíîñèëè â êþâåòû ñïåêòðî-
ôîòîìåòðà, äîáàâëÿëè NADP+ è Ã6ÔÄÃ è îïðåäåëÿëè
êîëè÷åñòâî Ã6Ô, îáðàçîâàâøåãîñÿ â õîäå ãåêñîêè-
íàçíîé ðåàêöèè.

Èññëåäîâàíèå èíàêòèâàöèè ÃËÊ ïðîâîäèëè, èí-
êóáèðóÿ ðàçâåäåííûé ïðåïàðàò ÃËÊ â êþâåòå ñïåêò-
ðîôîòîìåòðà â ñðåäå äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè â
îòñóòñòâèå Glc, MgATP, KCl è ÄÒÒ. Êîíöåíòðàöèÿ
ôåðìåíòà ñîñòàâëÿëà 5 ½ 10–3 åä./ìë, âðåìÿ èíêóáà-
öèè — 1—6 ìèí ïðè 25°Ñ. Îñòàòî÷íóþ àêòèâíîñòü
ÃËÊ îïðåäåëÿëè ïîñëå äîáàâëåíèÿ ñóáñòðàòîâ (Glc è
MgATP). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ïðîáó,
íå ñîäåðæàùóþ KCl è ÄÒÒ, áåç èíêóáàöèè ôåðìåí-
òà â îòñóòñòâèå ñóáñòðàòîâ è ñòàáèëèçàòîðîâ.

Â òàáëèöàõ è íà ðèñóíêàõ ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå
çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðîâ, ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì
3—10 ïðåïàðàòîâ. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ ñòàíäàðòíîå îò-
êëîíåíèå (± SD) íå ïðåâûøàëî 10% îò âåëè÷èíû
ïàðàìåòðà.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åíèå íàòèâíîãî ïðåïàðàòà ÃËÊ èç ðàñòâî-
ðèìîé ôðàêöèè ïå÷åíè êðûñû. Â ïîëó÷åííîé íàìè
ðàñòâîðèìîé ôðàêöèè ïå÷åíè àêòèâíîñòü ÃËÊ ïðè
êîíöåíòðàöèè Glc 100 ìÌ è ñóììàðíàÿ àêòèâíîñòü
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èçîôîðì ÃÊ ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì ê Glc cîñòàâèëè
1,23 ± 0,2 è 0,28 ± 0,05 ìêìîëü/ìèí íà 1 ã òêàíè
ïðè 25°Ñ (n = 10) ñîîòâåòñòâåííî, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ
ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû, ñîãëàñíî êîòîðûì íà äîëþ
àêòèâíîñòè ÃËÊ ïðèõîäèòñÿ 70—85% îò îáùåé ãåê-
ñîêèíàçíîé àêòèâíîñòè [19, 20]. Îäíàêî ïðèñóòñòâèå
èçîçèìîâ ÃÊ ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì ê Glc óñëîæíÿåò
èññëåäîâàíèå êîîïåðàòèâíîñòè ÃËÊ, ïîñêîëüêó â äèà-
ïàçîíå êîíöåíòðàöèé Glc 1—6 ìÌ àêòèâíîñòü ÃËÊ
ñîïîñòàâèìà ñ ñóììàðíîé àêòèâíîñòüþ èçîçèìîâ ÃÊ
ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì ê Glc [14]. Â ñâÿçè ñ ýòèì î÷å-
âèäíà íåîáõîäèìîñòü ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ ÃËÊ, ñâî-
áîäíûõ îò ïðèìåñè äðóãèõ èçîçèìîâ ÃÊ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäëîæåí áûñòðûé ìåòîä
ïîëó÷åíèÿ âûñîêîî÷èùåííîãî àêòèâíîãî è ñòàáèëü-
íîãî ïðåïàðàòà ÃËÊ ñ ñîõðàíåíèåì íàòèâíûõ êîîïå-
ðàòèâíûõ ñâîéñòâ ôåðìåíòà, ïðàêòè÷åñêè ñâîáîäíî-
ãî îò ïðèìåñè äðóãèõ èçîçèìîâ ÃÊ (òàáë. 1). Ìåòîä
îñíîâàí íà èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè íà ÄÝÀÝ-
öåëëþëîçå ñî ñòóïåí÷àòîé ýëþöèåé è ïîñëåäóþùèì
âûñàëèâàíèåì áåëêà. Ïîäîáðàíû óñëîâèÿ àäñîðáöèè
áåëêà (çíà÷åíèå ðÍ, íèçêàÿ èîííàÿ ñèëà, êîëè÷åñò-
âî èîíîîáìåííèêà), êîòîðûå îáåñïå÷èâàëè ïðàêòè-
÷åñêè ïîëíîå ñâÿçûâàíèå ÃËÊ ñ ÄÝÀÝ-öåëëþëîçîé.
Äâóêðàòíàÿ ýëþöèÿ 150 ìÌ ÊÑl ñîïðîâîæäàëàñü íèç-
êèìè ïîòåðÿìè ÃËÊ (3,1 ± 1,1%, n = 8) è óäàëåíèåì
�70% èçîçèìîâ ÃÊ ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì ê Glc. Äâó-
êðàòíàÿ ýëþöèÿ 400 ìÌ ÊCl îáåñïå÷èâàëà âûñîêèé
âûõîä ÃËÊ (80 ± 6%, n = 7) (òàáë. 1). Äîïîëíèòåëüíóþ
î÷èñòêó îáåñïå÷èâàëî âûñàëèâàíèå ÃËÊ èç ýëþàòà
ñóëüôàòîì àììîíèÿ. Âûõîä ôåðìåíòà ïðè ýòîì ñî-
ñòàâèë 60 ± 3% (n = 5) îò èñõîäíîé àêòèâíîñòè ÃËÊ
â ðàñòâîðèìîé ôðàêöèè.

Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû ÃËÊ ïðàêòè÷åñêè íå ñî-
äåðæàëè ïðèìåñè ÃÊ (îêîëî 3% ïî àêòèâíîñòè) è ìîã-
ëè õðàíèòüñÿ ïðè 2°Ñ â òå÷åíèå îäíîé íåäåëè.

Ñòàáèëüíîñòü è êèíåòè÷åñêèå ñâîéñòâà ÃËÊ ïå-
÷åíè êðûñû. Èçâåñòíî, ÷òî ÃËÊ íåñòàáèëüíà ïðè íèç-
êèõ êîíöåíòðàöèÿõ, è ðàçâåäåíèå ÃËÊ èç ïå÷åíè êðî-
ëèêà äî 5 ½ 10–3 åä. íà 1 ìë (ïðè èçìåðåíèè àêòèâ-

íîñòè ôåðìåíòà) â îòñóòñòâèå ñóá-
ñòðàòîâ ïðèâîäèò ê ïîëíîé ïîòåðå
àêòèâíîñòè â òå÷åíèå 5 ìèí [19].
Èíàêòèâàöèÿ ïðåäîòâðàùàåòñÿ èîíà-
ìè Ê+, êîòîðûå íå âëèÿþò íà êèíå-
òè÷åñêèå ïàðàìåòðû ÃËÊ. Â îòëè÷èå
îò Ê+ âîññòàíîâëåííûé ãëóòàòèîí
âûçûâàåò äâóêðàòíîå óâåëè÷åíèå
ìàêñèìàëüíîé àêòèâíîñòè ôåðìåí-
òà, íî íå çàùèùàåò ÃËÊ îò èíàêòè-
âàöèè ïðè ðàçâåäåíèè [17]. Â ãîìî-
ãåíàòàõ ïå÷åíè êðûñû ÃËÊ äîëüøå
ñîõðàíÿåò àêòèâíîñòü â ïðèñóòñò-
âèè ÄÒÒ [19].

Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî â ïðèñóò-
ñòâèè íàñûùàþùèõ êîíöåíòðàöèé
ñóáñòðàòîâ ðàçâåäåíèå ÃËÊ äî
5 ½ 10–3 åä. â 1 ìë íå ïðèâîäèëî

ê èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà ïî ìåíüøåé ìåðå â òå÷å-
íèå 10 ìèí. Èíêóáàöèÿ ÃËÊ â îòñóòñòâèå ñóáñòðà-
òîâ ñîïðîâîæäàëàñü åå èíàêòèâàöèåé ñ ki = 0,71 ±
± 0,044 ìèí–1. Ââåäåíèå â ñðåäó èíêóáàöèè íàñû-
ùàþùèõ êîíöåíòðàöèé îäíîãî èç ñóáñòðàòîâ (Glc èëè
MgATP) ëèøü ÷àñòè÷íî çàùèùàëî ôåðìåíò îò èíàê-
òèâàöèè ïðè ðàçâåäåíèè. Çàùèòíûì äåéñòâèåì îáëà-
äàëè òàêæå èîíû Ê+ è â ìåíüøåé ñòåïåíè Na+, à òàêæå
ÄÒÒ (òàáë. 2).

Òàáëèöà 2

Âëèÿíèå ñóáñòðàòîâ è ýôôåêòîðîâ
íà ñòàáèëüíîñòü ÃËÊ ïå÷åíè êðûñû ïðè ðàçâåäåíèè

Ñðåäà èíêóáàöèè: ÃËÊ 5 ½ 10–3 åä/ìë,
25°Ñ, ðÍ 7,8

Àêòèâíîñòü,
%

+ 100 ìÌ Glc, 5 ìÌ MgATP 100

+ 100 ìÌ Glc 30

+ 5 ìÌ MgATP 5

+ 2 ìÌ ÄÒÒ 90

+ 100 ìÌ KCl 85

+ 100 ìÌ NaCl 30

Áîëåå òîãî, ÄÒÒ îáëàäàë è àêòèâèðóþùèì äåé-
ñòâèåì â îòíîøåíèè ÃËÊ: åãî ââåäåíèå â ñðåäó äëÿ
îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ïî÷òè â 3 ðàçà óâåëè÷èâàëî
ìàêñèìàëüíóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà (òàáë. 3). Òàêèì
îáðàçîì, âîññòàíîâëåííîå ñîñòîÿíèå SH-ãðóïï íåîá-
õîäèìî äëÿ ïîääåðæàíèè íàòèâíîé êîíôîðìàöèè ÃËÊ
è ñîõðàíåíèè åå àêòèâíîñòè. Èçâåñòíî, ÷òî èç 12 SH-
ãðóïï â ÃËÊ ïå÷åíè êðûñû íè îäíà íå ëîêàëèçîâà-
íà â êîíñåðâàòèâíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ñóáñòðàò-
ñâÿçûâàþùåãî öåíòðà ôåðìåíòà [21]. Ýòî ãîâîðèò î
òîì, ÷òî ïîääåðæàíèå íàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ ÃËÊ îáåñ-
ïå÷èâàåòñÿ îïðåäåëåííîé êîíôîðìàöèåé âñåé ìîëå-
êóëû ôåðìåíòà, à íå òîëüêî ó÷àñòêîâ, ôîðìèðóþùèõ
àêòèâíûé öåíòð.
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Òàáëèöà 1

Î÷èñòêà ÃËÊ ïå÷åíè êðûñû

Ôðàêöèÿ
Îáúåì,

ìë
Áåëîê,

ìã

Îáùàÿ àêòèâíîñòü, åä Ñîîòíîøåíèå
àêòèâíîñòåé

ÃËÊ/ÃÊÃËÊ ÃÊ

Ðàñòâîðèìàÿ ôðàêöèÿ 20 115,00 2,12
(100%)

1,40
(100%)

1,51

Àäñîðáàò íà ÄÝÀÝ-öåëëþëîçå — — 2,12
(100%)

1,40
(100%)

1,51

Ýëþàò (150 ìÌ KCl) 20 29,20 0,06
(3%)

0,96
(69%)

0,06

Ýëþàò (400 ìÌ KCl) 20 8,20 1,60
(75%)

0,18
(13%)

8,89

Îñàäîê ïîñëå âûñàëèâàíèÿ
(65% íàñûùåíèÿ (NH4)2SO4)

4 4,48 1,22
(58%)

0,04
(3%)

30,50



Çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè ãëþêîêèíàçíîé ðåàêöèè îò

êîíöåíòðàöèè ãëþêîçû. Êàê âèäíî èç ðèñ. 1, çàâèñè-
ìîñòü íà÷àëüíîé ñêîðîñòè ðåàêöèè îò êîíöåíòðàöèè
ñóáñòðàòà îïèñûâàåòñÿ òèïè÷íîé ñèãìîèäîé, ÷òî õî-
ðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû [6, 7, 10—12].
Ïðè îáðàáîòêå ýòîãî ãðàôèêà ìåòîäîì Ñèëîíîâîé—
Êóðãàíîâà [22] êîýôôèöèåíò q, õàðàêòåðèçóþùèé ìåðó
îòêëîíåíèÿ ñèãìîèäû îò ãèïåðáîëû, ñîñòàâèë 2,0 ± 0,1
(n = 10). Çíà÷åíèå êîýôôèöèåíòà Õèëëà (h), õàðàê-
òåðèçóþùåå êîîïåðàòèâíîå âçàèìîäåéñòâèå ÃËÊ ñ Glc,
ñîñòàâèëî 1,76 ± 0,14 (n = 10, ðèñ. 2). Ïðè ðàñ÷åòàõ
çà Vmax ïðèíèìàëè ñêîðîñòü ðåàêöèè ïðè íàñûùå-
íèè ñóáñòðàòîì (â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé Glc
80—250 ìÌ). Çíà÷åíèå S

0,5
Glc , õàðàêòåðèçóþùåå ñðîä-

ñòâî ÃËÊ ê ñóáñòðàòó, ñîñòàâèëî 6,90 ± 0,01 ìÌ
(n = 10, ðèñ. 2). Èîíû êàëèÿ óâåëè÷èâàëè ñðîäñòâî ÃËÊ
ê Glc (â îòñóòñòâèå KCl S

0,5
Glc cîñòàâèëî 9,9 ± 0,8 ìÌ

(n = 3) è íå âëèÿëè íà êîîïåðàòèâíîñòü ôåðìåíòà
(h = 1,70 ± 0,06, n = 3, ðèñ. 2).

Ïðè òåìïåðàòóðå 2°Ñ (ðèñ. 2) ïî ñðàâíåíèþ ñ òåì-
ïåðàòóðîé 25°Ñ ñòåïåíü êîîïåðàòèâíîñòè ÃËÊ ñíè-
æàëàñü (h = 1,35 ± 0,02, n = 3). Êðîìå òîãî, ïî÷òè
â òðè ðàçà ñíèæàëîñü ñðîäñòâî ôåðìåíòà ê ñóáñòðà-
òó — S

0,5
Glc = 20,0 ± 1,8 ìÌ (n = 3).

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî èìåííî
êîîïåðàòèâíîñòü ÃËÊ îáåñïå÷èâàåò ôèçèîëîãè÷åñêè
íåîáõîäèìûé óðîâåíü àêòèâàöèè ôåðìåíòà â óñëîâèÿõ
ãèïåðãëèêåìèè. Ãèïîòåòè÷åñêàÿ ÃËÊ, ëèøåííàÿ êî-
îïåðàòèâíîñòè ïî ñóáñòðàòó è îáëàäàþùàÿ íèçêèì
ñðîäñòâîì ê íåìó, íå ìîãëà áû ýôôåêòèâíî óòèëèçè-
ðîâàòü Glc äàæå ïðè î÷åíü âûñîêîé ñòåïåíè ãèïåð-
ãëèêåìèè. Êîîïåðàòèâíîñòü ïðîÿâëÿåòñÿ è â ýêñïåðè-
ìåíòàõ ñ êóëüòóðîé ãåïàòîöèòîâ, êîãäà ïðè èíêóáàöèè

êëåòîê â ñðåäå ñ âîçðàñòàþùèìè êîíöåíòðàöèÿìè Glc
íàáëþäàåòñÿ S-îáðàçíîå óâåëè÷åíèå çíà÷åíèé ïàðà-
ìåòðîâ, ïðÿìî çàâèñÿùèõ îò àêòèâíîñòè ÃËÊ: ñêî-
ðîñòè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Glc, êîíöåíòðàöèè Ã6Ô è
óðîâíÿ ãëèêîãåíà [8].
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Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè ãëþêîêèíàçíîé ðåàêöèè îò êîí-
öåíòðàöèè Glc â ðàçíûõ óñëîâèÿõ â êîîðäèíàòàõ Õèëëà: 1 — 25°Ñ,
â ïðèñóòñòâèè 100 ìÌ KCl; 2 — 25°C, â îòñóòñòâèå 100 ìÌ KCl;

3 — 2°Ñ, â ïðèñóòñòâèè 100 ìÌ KCl

Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè ãëþêîêèíàçíîé ðåàêöèè îò êîí-
öåíòðàöèè Glc â ïðèñóòñòâèè ñòàáèëèçàòîðîâ ôåðìåíòà
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Òàáëèöà 3

Âëèÿíèå ÄÒÒ íà àêòèâíîñòü è çíà÷åíèå Vìàõ ÃËÊ
ïðè ðàçâåäåíèè â îòñóòñòâèå ñóáñòðàòîâ è KCl

ÄÒÒ, ìÌ
Àêòèâíîñòü ÃËÊ

ïðè ðàçâåäåíèè, %
Vìàõ, %

0 6,0 100

0,1 6,0 100

0,2 6,0 100
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2,0 100 280

3,0 100 280
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CHARACTERISTICS OF REGULATION OF THE ACTIVITY

OF GLUCOKINASE FROM RAT LIVER

L.Ya. Khu, N.Yu. Goncharova, À.Ì. Rubtsov

A simple method for purification of glucokinase from soluble fraction of rat liver has been deve-
loped which allows to obtain enzyme preparation with high specific activity and native cooperative
characteristics practically lacking of contamination of other molecular forms of hexokinase. The de-
pendence of enzyme activity upon glucose concentration shows pronounced sigmoid behavior: at 25°Ñ
and 2°Ñ the Hill´s coefficients on whole range of substrate concentration are equal to 1,76 and 1,35,
and S0,5 values for glucose are equal 6,9 mM and 20 mM, respectively. The role of kinetic mecha-
nism of the reaction in the regulation of glucokinase activity in liver is discussed.

Key words: glucokinase, hexokinase, cooperative properties.
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