
ՀԱՅԿԱԿԱՆ ՕՕՌ ԳԻՏՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԻ ԱԿԱԴԵՄԻԱ: ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱՐԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
АКАДЕМИЯ НАУК АРМЯНСКОЙ ССР. БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

/X I X. № 3. 19 6 6

Г. Т. АДУНЦ

О ПРИРОДЕ SH-ГРУПП, СВЯЗАННЫХ С РЕАКТИВНЫМ 
ЦЕНТРОМ ЩЕЛОЧНЫХ ФОСФАТАЗ

Из числа известных G50—660 ферментов 180 являются металлосо­
держащими [6, 7], а более ста—тиоловыми, активность которых сильно 
подавляется при блокировке находящихся в их активном центре 
SH-rpynn [8].

Щелочная фосфатаза рассматривается, с одной стороны, как тиоло­
вый фермент [4, 5], с другой стороны — как металлосодержащий фер­
мент (11].

Работами Вильямса [5] было установлено, что цинк активного цен­
тра щелочной фосфатазы присоединен координационной связью как с 
ферментом, так и с SH-группой. Поэтому автор приходит к убеждению, 
что цннкосодержащие ферменты являются одновременно тиоловыми фер­
ментами. В настоящее время SH-группы ферментов по степени их реак­
тивности условно подразделяются на три тина: легко реагирующие, вяло 
реагирующие и «замаскированные» [8, 9]. Характерными для сульфгид­
рильных групп первого типа являются реакции с нитропруссидом, окис­
лителями типа феррицианида и порфириндина, а также с йодацетами­
дом. SH-группы второго типа не входят во взаимодействие с нитропрус­
сидом, реагируя с более сильными окислителями — йодом, О-йодбензо- 
атом и п-хлормеркурибензоатом (п-ХМБ). Третий тип SI 1-групп обнару­
живается лишь при денатурации белка. При взаимодействии монойод­
уксусной кислоты с тиоловыми группами фермента высвобождается гал- 
лондный анион; этот процесс называется алкилированием SH-rpynn [8].

Тиоловые группы, входя во взаимодействие с ионами металлов, об­
разуют слабодиссоинирующис меркаптиды. Высоким сродством к 
SH-группа.м обладают одновалентные ионы ртути, серебра, меди, золота 
и двухвалентные ионы ртути, свинца, меди, кадмия и цинка, а также 
трехвалентные мышьяк и сурьма.

Из наших предыдущих работ выяснилось, что под влиянием тиоло­
вых реагентов- монойодуксусной кислоты и п-ХМБ активность щелоч­
ной фосфатазы почек и слизистой оболочки топких кишок белых крыс 
возрастает в два-три раза по сравнению с нормой [1].

Цель настоящей работы заключается в выяснении характера 
SH-групп. находящихся в активном центре щелочной фосфатазы при 
воздействии двух тиоловых реагентов — мснонолуксусной кислоты и 
п-ХМБ, отличающихся различной силой действия.

Опыты были поставлены на почках и слизистой оболочке тонких ки­
шок белых крыс. Для определения активности щелочной фосфатазы ис-



О'-природе 8! 1-групп 31
■' '" - ~ ~ ■ - ---- - — -՛՛՛- - ----- ՛ "՛■ ■ яек»

пользовались гомогенаты указанных тканей. Инкубация проводилась в 
медипаловом буфере pH 9.6 в течение 15 мин. при 37°С. В качестве суб­
страта использовали натриевую соль ^-глицерофосфата. Об активности 
фермента судили по количеству отщепившегося неорганического фосфо­
ра, который определялся методом Лоури и Лопеса 110]. Активность фер­
мента выражали в мг фосфора на г свежей ткани. Исследования пока­
зали, что активность щелочной фосфатазы почек я слизистой оболочки 
топких кишок резко отличаются друг от друга: слизистая тонкого кишеч­
ника обладает гораздо более высокой ферментативной активностью, чем 
почки.

Тиоловые реагенты брались в инкубационной среде в эквивалентных 
количествах. Использовались следующие концентрации тиоловых реаген­
тов: 10 2, 5.1 О՜3, 10՜3, 5.10՜4, и 10՜' М. Предварительными опытами 
установлено, что приведенные концентрации тиоловых реагентов являют­
ся теми оптимальными величинами, которые приводят к изменению ак­
тивности фермента.

Для серийных опытов в среднем было взято по 10 животных весом 
в 80—120 г. .Активность щелочной фосфатазы почек при 15-и минутной 
инкубации в норме, без добавления тиоловых реагентов, составляла 
2,5—4,0 мг фосфора на г свежей ткани.

Под действием различных концентраций монойодуксуспой кислоты 
активность щелочной фосфатазы почек претерпевает закономерные из­
менения. Так, с повышением концентрации монойодуксуспой кислоты от 
10՜’ до 10“2 М соответственно повышается активность фермента. Наи­
больший эффект дает концентрация монойодуксусной кислоты в 10՜2 М, 
удваивая фосфатазную активность (рис. 1). Как видно из рис. 1. раз­
личные концентрации п-ХМБ по-разному воздействуют на активность 
щелочной фосфатазы. Максимальный эффект достигается при концен­
трации п-ХМБ, равной 10 3 М. В этом случае активность фермента воз­
растает в 3 раза. При дальнейшем увеличении концентрации п-ХМБ 
(5.10-3М) активность фермента снижается по сравнению с .максималь­
ным эффектом. При концентрации п-ХМБ в 10՜2 М фосфатазная актив­
ность снижается, доходя до величины в норме.

Активность щелочной фосфатазы слизистой оболочки тонких кишок 
в 3 раза превышает активность того же фермента почек, составляя 8— 
10 мг фосфора на г свежей ткани (среднее 10 опытов).

С повышением концентрации монойодуксуспой кислоты в инкуба­
ционной среде параллельно повышается активность фермента (рис. 2). 
Наибольший эффект наблюдается под действием концентрации монойод­
уксусной кислоты в Ю՜3 М.

Под влиянием различных концентраций п-ХМБ происходят следую­
щие изменения. Концентрации 10՜4 — 10՜3М прогрессивно повышают 
активность фермента, а концентрация 5.10՜3 М дает такой же эффект, как 
при концентрации 10՜4 М. При анализе результатов, приведенных на 
этих двух рисунках, нетрудно заметить, что изменения активности ще­
лочной фосфатазы как почек, так и слизистой оболочки тонких кишок 
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под влиянием эквивалентных количеств моиойодуксуснон кислоты и 
п-ХМБ носят неадэкватный характер Приведенные концентрации моно* 
нодуксусной кислоты повышают активность фермента; при этом малые 
концентрации приводят к незначительным изменениям в активности фер­
мента. Заметное увеличение активности отмечается, начиная от концен­

траций монойодуксусной кислоты в 10՞3 М, достигая максимальной 
величины при 10՜2 М.

Рис. I. Возрастающие концентрации реагента в М. I п-ХМБ, 
II — монойолуксусная кислота.

Характер действия различных концентраций н-ХМБ на активность 
щелочной фосфатазы отличается от эффекта, вызванного такими же 
концентрациями моиойодуксуснон кислоты, а именно: низкая концен­
трация п-ХМБ (10՜! ЛА) увеличивает в два раза активность фермента, 
в то время как при концентрациях в 5.10՜’ и Ю՜3 М эффект меньше по 
сравнению с эффектом при воздействии п-ХМБ в концентрации 10՜’ М.

При концентрации п-ХМБ в 102М активность фермента почек не 
только не повышается, а даже проявляет тенденцию к снижению но срав­
нению с нормой. В то же время, при воздействии на щелочную фосфата­
зу слизистой оболочки тонких кишок такой же концентрацией н-ХМБ. 
сохраняется высокий уровень активности фермента, равный активности 
фермента при концентрации п-ХМБ в 10՜1 М.

Полученные данные подтверждают результаты наших предыдущий 
работ |1] о том, что, во-первых, тиоловые реагенты активируют щелоч­
ную фосфатазу и, во-вторых, что БН-группы активного центра фермента.
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связанные координационными связями с цинком, подавляют активность 
щелочной фосфатазы. Блокировка тиоловыми реагентами 1-групп, свя­
зывающих цинк активного центра фермента, приводит к повышению ак­
тивности фермента. Отсюда вытекает, что щелочную фосфатазу нельзя 
причислять к ряду тиоловых ферментов, так как деятельность такого 
рода ферментов осуществляется 811-группами их активных центров.

Установленный нами факт об ингибирующем влиянии БН-групп на 
фосфатазную активность свидетельствует о их (БН-групп) определен­
ной роли и участии в регуляции деятельности фермента. В этом, по-ви- 
тимому, и заключается их физиологическое значение.
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Рис. 2. Возрастающие концентрации реагента в Ml п-ХМБ. 
II — монойодуксусная кислота.

Как известно, регуляция активности фермента in vivo гораздо слож­
нее и зависит от многих факторов. В наших предыдущих работах по 
изучению влияния адреналина и аскорбиновой кислоты на фосфатазную 
активность было высказано мнение о том. что активация фермента при 
воздействии адреналином и аскорбиновой кислотой осуществляется, 
по видимому, через блокирование SH-rpynn [2, 3]. В настоящем исследо­
вании установленный нами факт активации фермента (in vitro} под влия­
нием монойодацетата и п-ХМБ через блокирование SH-rpynn указывает 
на правильность понимания механизма осуществления фосфатазной ак­
тивации in vivo при воздействии на фермент адреналином и аскорбино­
вой кислотой. Далее, полученные данные позволяют судить о том. что 
мопойодуксусяая кислота и п-ХМБ как тиоловые реагенты по эффекту
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своего действия не эквивалентны. Монойодуксусная кислота является 
более слабодействующим реагентом, который блокирует относительно 
более реактивные SH-группы, а п-ХМБ, будучи более сильным реагентом, 
блокирует (в концентрациях 10՜3 10՜՜’ М) как реактивные, так и вяло
реагирующие SH-группы. При дальнейшем повышении концентрации 
п-ХМБ (5.1 О*՜3 — 10~2М) проявляется двойственный характер действия 
этого реагента. Наряду с блокированием SI 1-групп с повышением ак­
тивности фермента происходят и структурные изменения молекулы 
фермента, ведущие к падению активности щелочной фосфатазы. Ха­
рактер кривой воздействия п-ХМБ на активность щелочной фосфата­
зы является поэтому результатом сложения указанных двух проти­
воположных действий этого реагента. При этом, до концентрации 
10՜3 М превалирует активирование фермента над его деструкцией, а 
при концентрациях вышё 10՜3 М преобладают деструктивные процессы.

Парадоксальные факты, связанные с тиоловыми ферментами, полу­
чены Геллерманом и сотр. |12|. Эти авторы изучали действие Ag и 
п-ХМБ на активность глутаматдегидрогеназы. Поны серебри вызывали 
диссоциацию глутаматдегидрогеназы на субъединицы, вследствие бло­
кирования SH-групп. В то же время, органические соединения ртути не 
только не вызывали диссоциации этого фермента на субъединицы, но. 
напротив, резко повышали активность фермента. Авторы не интерпрети­
ровали полученные данные.

Таким образом, полученные нами данные относительно активирую­
щего влияния п-ХМБ на щелочную фосфатазу согласуются с данными 
Геллермаиа и сотр. 112] об аналогичном воздействии указанного выпи1 
тиолового реагента на глутаматдегнлрогеназную активность.

В ы в о д ы

Активность щелочной фосфатазы почек и слизистой оболочки ки­
шечника белых крыс претерпевает ряд изменений под влиянием моно 
йодуксусяой кнеолоты и п-ХМБ.

1. Монойодуксусная кислота в низких концентрациях (10՜4; 
5.10՜’ М) не оказывает заметного влияния на активность фермента, в 
ТО время как более высокие концентрации (5Л0՜3; 10՜- М) значитель­
но повышают его активность.

2. Низкие концентрации и-ХМБ (10՜4; 5.10՜4; 10 3 М) увеличи­
вают активность фермента почти вдвое. Более высокие концентрации 
(5.10՜3; 10՜2 М) либо приводят к эффекту, подобному низким концен­
трациям, либо доводят активность фермента до нормы.

3. SH-группы. подавляющие активность щелочной фосфатазы, по 
степени их реактивности’можно разделить по меньшей мере на две груп­
пы, поскольку они проявляют различное отношение к двум отличающим­
ся по силе действия тиоловым реагентам.
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Физиологическая роль $Н-групп, находящихся в активном центре 
щелочной фосфатазы и подавляющих ее активность, заключается в ре­
гуляции деятельности этого фермента.
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Ա մ ւ[ւ ււ ւ|ւ ո ։ մ
Փորձերը դրվել ձհ սպիտակ աոնեերիկամների և բարակ ագիների 

լորձաթաղանթի վր:սւ Որոշվել է Հ՛իմնային ֆոււֆաաաղայի ակտիվության փո- 
վախտի յունր մ ոնոյոդ ոայ/ախաթ թվի ե պարախլորմ երկոէրիըհնղոատի աղ դե֊ 
ցության ներքո։

Ռեակցիոն խաոնուրդոէմ , մոնոյոդքացախաթթվի և պարտի//էւրմերկուրի - 
րենղոասւի կոնցենտրացիաները եղել են' 10 , 3,10 10 ', 3.10 և 10 ՚
մ Ոքէ Սւսումնասիրությոէնից պարղվեղ ի, որ մոնո չոդբացսրխսէթթվի փոքր կոն- 
ցենտրա ցիաներր ֆերմենտի ակտիվության մեջ Էական տեղաշարժ չեն մտցր֊ 
նոլմ։ Մեծ կոնցենտրացիան' 1Օ ֊ մոլ< ֆերմենտի ակտիվությունը րարձրաց֊ 
նում է մոտ երկու անգամ։

արախլորմերկուրիրենղոատի փոքր կոնցենտրացիաները խիստ բարձ­
րացնում են ֆերմենտի ակտիվությունը։ '•1արախյորմերկուրիրենղոա\է/ւի կոն֊ 
ցենուրացիւււյի բա րձրացմ անր ղուղընթաց ֆերմենտի ակտիվության բարձրա­
ցում չի նկատվում, ընդհակառակը, ֆերմենտի ակտիվությունը որոշ չափով 
ճնշվում է, հասնելով նորմային։

երկու տարրեր ո ես։ կա իվությա մ ր օժս/ւված թիոյային ։լեա։ ղևնտներր, ֆեր­
մենտի ակտիվ կենտրոնի Տ11*խմբերը կապում են տարրեր ինտենսիվությամբ-. 
Մոնոյուլքացախաթթուն կապում է ֆերմենտի ավելի ււեակսւիվ Տ1Հ~ի>մբերչր, 
քւսկ էղարտխւորմերկուրիրևնէլսասէր ինչպեււ ավելի ոեակտիվ, 'այնպես է/ թույ/ 
ոե\ակաիվ խմբերը։ Այդ պատճաս.ով էլ այղ ոե,ագենտների էրվիվալենսւ քա­
նակությունները տարբեր Տ\\-խմբերի վրա սւարրեր ին տենս իվութ յամ բ են 
ազդում։ Ստացված տվյա լները թույլ են տալիս եղրա կաղնե լու, որ հիմնային 
ֆոսֆատէսղայի ակտիվությունը ճն՛շող Տ]՜1-ի՛մ բերը ք իրենց ռեակսւիվությամր 
լինում են երկուսից աւքե/ի տիսյի։
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