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 Ïðîáëåìà ñîçäàíèÿ âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûõ è äîñ-
òóïíûõ ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè
àêòóàëüíà ïðè ðàçðàáîòêå ðàçëè÷íûõ ýêñïðåññ-òåñòîâ â
ìåäèöèíå, ýêîëîãèè, ìèêðîáèîëîãè÷åñêîé è ïèùåâîé
ïðîìûøëåííîñòè. Ìåòîä îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ïîëè-
íåíàñûùåííûõ æèðíûõ êèñëîò (ÏÍÆÊ) â áèîëîãè÷åñêèõ
æèäêîñòÿõ, ïèùåâûõ ïðîäóêòàõ ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòîâ
ìîæåò îêàçàòüñÿ âåñüìà ïåðñïåêòèâíûì.

 Èçâåñòíî, ÷òî ÏÍÆÊ Ñ20 ÿâëÿþòñÿ êàê ñóáñòðàòàìè
[1], òàê è èíãèáèòîðàìè [2] ôåðìåíòà ïðîñòàãëàíäèí Í
ñèíòàçà (ÊÔ 1.14.99.1) (PGHS). Êàòàëèçèðóåìîå PGHS
ïðåâðàùåíèå ÏÍÆÊ â ïðîñòàãëàíäèí Í2 [3] âêëþ÷àåò
ïðèñîåäèíåíèå ê ìîëåêóëå êèñëîòû äâóõ ìîëåêóë êèñëî-
ðîäà è âîññòàíîâëåíèå â ïðèñóòñòâèè äîíîðà ýëåêòðîíîâ
ãèäðîïåðåêèñíîé ãðóïïû èíòåðìåäèàòà äî îêñèãðóïïû.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ìíîãîñóáñòðàòíîãî
ôåðìåíòà PGHS èñïîëüçóþò ñëåäóþùèå ìåòîäû: 1) ïîëÿ-
ðîãðàôè÷åñêèé [4], îñíîâàííûé íà îïðåäåëåíèè êîíöåíò-
ðàöèè êèñëîðîäà; 2) ôëóîðîìåòðè÷åñêèé [5], äåòåêòèðóþ-
ùèé ïðîäóêò ðåàêöèè ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå äîíî-
ðà ýëåêòðîíîâ ãîìîâàíèëèíîâîé êèñëîòû; 3) ñïåêòðîôî-
òîìåòðè÷åñêèé [6], îñíîâàííûé íà èçìåðåíèè ñâåòîïîãëî-
ùåíèÿ ïðîäóêòîâ îêèñëåíèÿ äîíîðà ýëåêòðîíîâ (òàáë. 1).

Íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûì èç ïåðå÷èñëåííûõ ìåòîäîâ
ÿâëÿåòñÿ ìåòîä ôëóîðîìåòðèè [5], îäíàêî îí äîñòàòî÷íî
òðóäîåìîê. Áîëåå äîñòóïíûì ÿâëÿåòñÿ ñïåêòðîôîòîìåòðè-
÷åñêèé ìåòîä. Äëÿ ïîâûøåíèÿ åãî ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìû
ïðåäëàãàåì èñïîëüçîâàòü ñèðèíãàëäàçèí (Sg) è 2,2'-àçè-
íî-äè-(3-ýòèë-áåíçòèàçîëèí-6 ñóëüôîêèñëîòó) (ABTS) â
êà÷åñòâå äîíîðîâ ýëåêòðîíîâ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Ïðåïàðàò PGHS â âèäå ñîëþáèëèçèðîâàííûõ ìèêðî-
ñîì âåçèêóëÿðíûõ æåëåç áàðàíà ïîëó÷àëè ïî ìåòîäèêå

[7]. PGH-ñèíòàçíóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà îïðåäåëÿëè
ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè [6]  íà ñïåêòðîôîòîìåòðå
«Shimadzu UV-240» (ßïîíèÿ). Äëèíà âîëíû ñîñòàâëÿëà
530, 405 è 480 íì ïðè èñïîëüçîâàíèè Sg («Sigma»),
ÀÂÒS («Sigma»)  è àäðåíàëèíà («Serva»). Â êþâåòó, ñî-
äåðæàùóþ 1 ìë áóôåðà, äîáàâëÿëè ðàñòâîðû ãåìèíà
(«Serva»), äîíîðà ýëåêòðîíîâ è ñîëþáèëèçèðîâàííûé
ïðåïàðàò ôåðìåíòà. Ïîäðîáíûé ñîñòàâ ðåàêöèîííîé ñìå-
ñè ïðèâåäåí â ïîäïèñÿõ ê ðèñóíêàì. Ðåàêöèþ èíèöèèðî-
âàëè äîáàâëåíèåì àðàõèäîíîâîé êèñëîòû («Sigma»). Íà-
÷àëüíóþ ñêîðîñòü ðåàêöèè îïðåäåëÿëè ïî òàíãåíñó óãëà
íàêëîíà íà÷àëüíîãî ó÷àñòêà êèíåòè÷åñêîé êðèâîé.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Èçâåñòíî, ÷òî PGHS îáëàäàåò øèðîêîé ñóáñòðàòíîé
ñïåöèôè÷íîñòüþ ïî îòíîøåíèþ ê äîíîðó ýëåêòðîíîâ [8,
9]. Ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîå îïðåäåëåíèå ôåðìåíòàòèâ-
íîé àêòèâíîñòè çàêëþ÷àåòñÿ â èçìåðåíèè êîíöåíòðàöèè
îêèñëåííîé ôîðìû äîíîðà ýëåêòðîíîâ [10], íî èç-çà íèç-
êèõ çíà÷åíèé êîýôôèöèåíòîâ ýêñòèíêöèè îáðàçóþùèõñÿ
ñîåäèíåíèé ïðèìåíåíèå ýòîãî ìåòîäà áûëî îãðàíè÷åíî
(òàáë.1).

Â êà÷åñòâå äîíîðà ýëåêòðîíîâ äëÿ PGH-ñèíòàçíîé ðå-
àêöèè ìû èñïîëüçîâàëè Sg è ABTS, èçâåñòíûå ðàíåå êàê
ñóáñòðàòû äëÿ ðÿäà ïåðîêñèäàç [11, 12, 13].

Â ðåçóëüòàòå îêèñëåíèÿ Sg (A) îáðàçóåòñÿ ïðîäóêò
(B) ñ êîýôôèöèåíòîì ýêñòèíêöèè ε530 = 65000 M–1cì–1

[14] (ñõåìà I).
Ïðè îêèñëåíèè ABTS (C) îáðàçóåòñÿ ïðîìåæóòî÷íûé

ïðîäóêò (D), êîòîðûé â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè äèñïðîïîðöè-
îíèðîâàíèÿ äàåò îêèñëåííóþ ôîðìó ABTS (E) ñ êîýôôè-
öèåíòîì ýêñòèíêöèè ε405  = 36800 M–1cì–1  [15] (ñõåìà II).

Ïðåèìóùåñòâî èñïîëüçîâàíèÿ Sg è ABTS ñîñòîèò â
òîì, ÷òî êîýôôèöèåíò ýêñòèíêöèè èõ îêèñëåííûõ ôîðì â
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Ïðîâåäåíî èçó÷åíèå PGH-ñèíòàçíîé ðåàêöèè ñ ó÷àñòèåì â êà÷åñòâå ñóáñòðàòîâ
äîíîðîâ ýëåêòðîíîâ ñèðèíãàëäàçèíà (Sg) è ABTS. Ïîêàçàíî, ÷òî îáà äîíîðà ýëåê-
òðîíîâ ÿâëÿþòñÿ ñóáñòðàòàìè, îïðåäåëåíû êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ôåðìåíòà-
òèâíîé ðåàêöèè â ïðèñóòñòâèè Sg è ABTS. Ïðåäëîæåí ìåòîä ñïåêòðîôîòîìåòðè-
÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè PGHS ñ èñïîëüçîâàíèåì Sg è ABTS. Îáíàðóæå-
íî, ÷òî ÷óâñòâèòåëüíîñòü äåòåêöèè ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè âîçðàñòàåò
ïðèìåðíî â 10 ðàç.
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10�15 ðàç âûøå, ÷åì ó èñïîëüçóåìûõ îáû÷íî äîíîðîâ
ýëåêòðîíîâ (òàáë.1). Â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè îáðàçóþòñÿ èí-
òåíñèâíî îêðàøåííûå ñîåäèíåíèÿ, áëàãîäàðÿ ÷åìó ðåàê-
öèè ñ ó÷àñòèåì íîâûõ äîíîðîâ ýëåêòðîíîâ ìîãóò èñïîëü-
çîâàòüñÿ â êà÷åñòâå ýêñïðåññ-ìåòîäà.
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Ñõåìà II

Ïðåæäå âñåãî, ìû îïðåäåëèëè óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ
ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè ñ ó÷àñòèåì ABTS. Äëÿ ðÿäà ïå-
ðîêñèäàç â ïðèñóòñòâèè ABTS îïòèìàëüíûì äëÿ ïðîÿâëå-
íèÿ àêòèâíîñòè ÿâëÿåòñÿ pÍ 6 [12, 13], òîãäà êàê äëÿ PGH-
ñèíòàçíîé ðåàêöèè ñ ó÷àñòèåì àäðåíàëèíà îïòèìóì ðÍ
7.5-8.0 [10]. Ìû èññëåäîâàëè ðÍ-çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè
PGH-ñèíòàçíîé ðåàêöèè (ðèñ.1) è ýôôåêòèâíîé êîíñòàíòû
ñêîðîñòè èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà (kin), ÿâëÿþùåéñÿ îäíîé
èç âàæíûõ õàðàêòåðèñòèê PGHS (ðèñ.2).  Èç ïîëó÷åííûõ

Ðèñ. 1. ðÍ-Çàâèñèìîñòü íà÷àëüíîé ñêîðîñòè PGH-ñèíòàçíîé ðåàêöèè
(0.1% òâèí-20, 2 ìêÌ ãåìèíà, 0.19 ìÌ àðàõèäîíîâîé êèñëîòû, 0.02

ìã/ìë PGHS);1 � 100 ìÌ ôîñôàòíûé áóôåð, ðÍ 5.0-7.5; 0.73 ìÌ
ABTS; 2 � 100 ìÌ òðèñ-HCl, ðÍ 7.5�9.0; 0.73 ìÌ ABTS;

3 � 100 ìÌ ôîñôàòíûé áóôåð, ðÍ 5.0-7.5; 0.99 ìÌ àäðåíàëèíà;
4 � 100 ìÌ òðèñ-HCl, ðÍ 7.5�9.0; 0.99 ìÌ àäðåíàëèíà.

Ò à á ë è ö à  1

Äîíîðû ýëåêòðîíîâ, èñïîëüçóåìûå ïðè

ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîì

îïðåäåëåíèè àêòèâíîñòè PGHS

Äîíîð ýëåêòðîíîâ λmax,

íì

ελ,

M-1 ñì-1

Ëèòåðàòóðà

Ôåððîöèàíèä êàëèÿ

Àäðåíàëèí

Ãâàÿêîë

TMPD

òðàíñ-Ôåðóëîâàÿ

êèñëîòà

ABTS

Sg

420

480

436

611

310

405

534

1040

4020

6400

13500

14800

36800

65000

[10]

[16]

[17]

[18]

[19]

[15]

[14]



ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 1998. Ò. 39. ¹5304

ÑÏÈÑÎÊ ËÈÒÅÐÀÒÓÐÛ

1. Needleman P., Raz A., Minkes M.S.//Science. 1976. 193. P. 163.
2. Corey E.J., Shin C., Cashman J.R.//Proc. Natl. Acad. Sci. USA.

1983. 80. P. 3581.
3. Nugteren D.H., Hazelhof E.//Biochim. Biophys. Acta. 1973. 326.

P. 448.
4. Achmedov R.M., Mevkh A.T., Kulys J.J.//Anal. Chim. Acta. 1984.

166. P. 301.
5. Mevkh A.T., Sud�ina G.F., Golub N.B., Varfolomeev S.D.//Anal.

Biochem. 1985. 150. P. 91.
6. Ìåâõ À.Ò., Áàñåâè÷ Â.Â., Âàðôîëîìååâ Ñ.Ä.//Áèîõèìèÿ. 1982.

47. C. 1635.
7. Van der Ouderaa F.J., Buytenhek M., Nugteren D.H., Van Dorp

D.A.//Biochim. Biophys. Acta. 1977. 487. P. 315.
8. Ohki S., Ogino N., Yamamoto S., Hayaishi O.//J. Biol. Chem.

1979. 254. P. 829.
9. Ogino N., Ohki S., Yamamoto S., Hayaishi O.//J. Biol. Chem.

1978. 253. P. 5061.
10. Âàðôîëîìååâ Ñ.Ä., Ìåâõ À.Ò. Ïðîñòàãëàíäèíû - ìîëåêóëÿð-

íûå áèîðåãóëÿòîðû. Ì., 1985. C. 307.
11. Grassin C., Dubourdieu D.//J. of the Science of Food and

Agriculture. 1989. 48. P. 369.
12. Lambert G.H., Kotak A.N., Schoeller D.//Prog. Clin. Biol. Res.

1983. 135. P. 119.
13. Shindler J.S., Bardsley W.G.//Biochem. Biophys. Res. Commun.

1975. 67. P. 1307.
14. Bauer R., Rupe C.//Anal. Chem. 1971. 43. P. 421.
15. Childs R.E., Bardsley W.G.//Biochem. J. 1975. 145. P. 93.
16. Green S., Mazur A., Shorr E.//J. Biol. Chem. 1956. 220. P. 237.
17. Odenwaller R., Maddipati K.R., Marnett L.J.//J. Biol. Chem.

1992. 267. P. 13863.
18. Kulmacz R.J., Ren Y., Tsai A.-L., Palmer G.//Biochemistry. 1990

29. P. 8760.
19. Bakovic M., Dunford H.B.//Biochemistry. 1994. 33. P. 6475.

Ïîñòóïèëà â ðåäàêöèþ 20.10.96

ðåçóëüòàòîâ âèäíî, ÷òî ñêîðîñòè ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè
è èíàêòèâàöèè PGHS ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿþòñÿ â îáëàñ-
òè ðÍ 7.5�8.0 è ñîâïàäàþò ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè äëÿ
àäðåíàëèíà. Òàêèì îáðàçîì, ABTS ïîäõîäèò äëÿ ðàáîòû â
îïòèìàëüíûõ äëÿ PGHS óñëîâèÿõ.

Íàìè ïîëó÷åíà çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè PGH-ñèíòàç-
íîé ðåàêöèè îò êîíöåíòðàöèè ABTS è Sg è îïðåäåëåíû
êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà (òàáë. 2). Êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû
ðåàêöèè PGHS ñ àðàõèäîíîâîé êèñëîòîé â ïðèñóòñòâèè
ABTS, Sg è àäðåíàëèíà òàêæå ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 2.

Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ ÊM ñîîòâåòñòâóþò êèíåòè÷åñ-
êèì ïàðàìåòðàì PGH-ñèíòàçíîé ðåàêöèè ñ ó÷àñòèåì èñ-
ïîëüçóåìûõ îáû÷íî äîíîðîâ ýëåêòðîíîâ [10]. Îäíàêî
ôîíîâûå çíà÷åíèÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè Sg, ñâÿçàííûå ñ åãî
íåôåðìåíòàòèâíûì îêèñëåíèåì, äîâîëüíî âûñîêè, ÷òî
çàòðóäíÿåò èíòåðïðåòàöèþ ïîëó÷àåìûõ ðåçóëüòàòîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäëîæåííûé íàìè ñïåêòðîôîòî-
ìåòðè÷åñêèé ìåòîä îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè PGHS ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ABTS è Sg â êà÷åñòâå äîíîðîâ ýëåêòðîíîâ
äàåò âîçìîæíîñòü ðàáîòàòü â òàêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðà-
öèé ÏÍÆÊ,  êîòîðûé ñîîòâåòñòâóåò  ïëàçìå êðîâè. Íà îñ-
íîâå äàííîãî ìåòîäà ïðåäïîëàãàåòñÿ ðàçðàáîòêà ýêñï-
ðåññ-òåñòà äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ àðàõèäîíîâîé
êèñëîòû â ïëàçìå êðîâè è ïèùåâûõ ïðîäóêòàõ.

Ðèñ. 2. ðÍ-Çàâèñèìîñòü êîíñòàíòû èíàêòèâàöèè PGHS. (100 ìÌ
ôîñôàòíûé áóôåð, ðÍ 5.0�7.5 èëè 100 ìÌ òðèñ-HCl, ðÍ 7.5�9.0;

0.1% òâèí-20,   2 ìêÌ ãåìèíà, 0.19 ìÌ àðàõèäîíîâîé êèñëîòû, 0.02
ìã/ìë PGHS); 1 � 0.73 ìÌ ABTS;

2 �  0.99 ìÌ àäðåíàëèíà

Ò à á ë è ö à  2

Çíà÷åíèÿ êîíñòàíò Ìèõàýëèñà (Êì) PGH-ñèíòàçíîé ðåàêöèè

äëÿ àðàõèäîíîâîé êèñëîòû (AA), àäðåíàëèíà (Ad),

ñèðèíãàëäàçèíà (Sg) è ABTS

Èññëåäóåìàÿ çàâèñèìîñòü

V0 ([S]) äëÿ ñóáñòðàòà

Íàñûùàþùàÿ

êîíöåíòðàöèÿ

âòîðîãî ñóáñòðàòà,

ìêÌ

Êì⋅10−5, Ì

AA

AA

AA

Ad

Sg

ABTS

[Sg] = 58

[ABTS] = 730

[Ad] = 990

[AA] = 190

[AA] = 190

[AA] = 190

3.7 ± 0.4

2.5 ± 0.4

2.1 ± 0.3

1.9 ± 0.2

1.2 ± 0.1

8.5 ± 0.6

Ïðèìå÷àíèå. V0 − íà÷àëüíàÿ ñêîðîñòü ðåàêöèè,

[S] − êîíöåíòðàöèÿ ñóáñòðàòà


