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1 Ââåäåíèå

Ôåðìåíò ôðóêòîçîäèôîñôàòàëüäîëàçà (EC 4.1.2.13) êàòàëèçèðóåò îáðàòèìîå ðàñ-
ùåïëåíèå ôðóêòîçî-1,6-äèôîñôàòà ìåæäó C3 è C4 ñ îáðàçîâàíèåì äèîêñèàöåòîíôîñ-
ôàòà è ãëèöåðàëüäåãèäôîñôàòà. Ðàâíîâåñèå ñèëüíî ñäâèíóòî â íàïðàâëåíèè îáðàò-
íîé ðåàêöèè. Äàííàÿ ðåàêöèÿ ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ ãëèêîëèçà. Òàêæå ôåðìåíò ó÷àñòâóåò
â ãëèêîíåîãåíåçå; áûëî äîêàçàíî, ÷òî èíîãäà îí ìîæåò ôóíêöèîíèðîâàòü êàê àäàï-
òîðíûé áåëîê.

Ðåàêöèÿ îáðàçîâàíèÿ ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòà è äèãèäðîêñèàöåòîíôîñôàòà:

Ôåðìåíò ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òåòðàìåð, ñîñòîÿùèé èç 4 îäèíàêîâûõ ñóáúåäèíèö
(162kDa = 4 · 40.5kDa). Æèâîòíûå òêàíè ñîäåðæàò ïî ìåíüøåé ìåðå òðè ðàçëè÷íûå
àëüäîëàçû, õàðàêòåðíûå äëÿ ìûøöû, ïå÷åíè è ìîçãà (A, B, C).

Ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà àëüäîëàçû À èç ìûøö êðîëèêà, ðèñóíîê áûë âçÿò
èç áàíêà äàííûõ PDB, êîä - 1ZAH:

A, B, C êîäèðóþòñÿ òðåìÿ ðàçíûìè ãåíàìè è ïî-ðàçíîìó ýêñïðåññèðóþòñÿ â òå-
÷åíèå ðàçâèòèÿ îðãàíèçìà [1] [2]. Àëüäîëàçû À è Ñ áûëè íàéäåíû â òêàíÿõ âçðîñëûõ
æèâîòíûõ.

Êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåíòðû: äëÿ ÷åëîâåêà êîíñòàíòà Ìèõàýëèñà Km=52 µM äëÿ
ôðóêòîçî-1,6-áèñôîñôàòà [3].

Èçîýëåêòðè÷åñêàÿ òî÷êà: 6.1 [4]
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2 Ïðèãîòîâëåíèå âåùåñòâ (1 ñåíòÿáðÿ)

Áûëè ïðèãîòîâëåíû è óáðàíû â õîëîäèëüíèê ñëåäóþùèå âåùåñòâà:

1. Ñóëüôàò àììîíèÿ, íàñûùåííûé ðàñòâîð, pH 7.5

2. ÝÄÒÀ äèíàòðèåâàÿ ñîëü, 5 mM ðàñòâîð, pH 7.5

3. 5% ðàñòâîð àììèàêà (ãîòîâÿò èç êîíöåíòðèðîâàííîãî àììèàêà, 25%)

4. ðàñâîð ñóëüôàòà àììîíèÿ ñî ñòåïåíüþ íàñûùåíèÿ 0.52, ïðèãîòîâëåííûé íà 5%-
íîì ðàñòâîðå àììèàêà

5. ðàñâîð ñóëüôàòà àììîíèÿ ñî ñòåïåíüþ íàñûùåíèÿ 0.5, ïðèãîòîâëåííûé íà 25
mM ãëèöèë-ãëèöèíîâîì áóôåðå, pH 7.5

2.1 Ñóëüôàò àììîíèÿ, íàñûùåííûé ðàñòâîð, pH 7.5

Äàííîå âåùåñòâî áûëî âûäàíî íàì ïðåïîäàâàòåëåì.

2.2 ÝÄÒÀ äèíàòðèåâàÿ ñîëü, 5 mM ðàñòâîð, pH 7.5

M = 372.24Da

c = 5mM

V = 250ml

m = McV = 0.4653g

2.3 5% ðàñòâîð àììèàêà

Ãîòîâÿò èç êîíöåíòðèðîâàííîãî àììèàêà, 25%. Áûëî èñïîëüçîâàíî 60 ml 25%-íîãî
àììèàêà, êîòîðûé ðàçâåëè äî 300 ml áèäèñòèëèðîâàííîé âîäîé.

2.4 ðàñâîð ñóëüôàòà àììîíèÿ ñî ñòåïåíüþ íàñûùåíèÿ 0.52,
ïðèãîòîâëåííûé íà 5%-íîì ðàñòâîðå àììèàêà

X =
0.515V (C2 − C1)

1 − 0.272 · C2

C2 = 0.52

C1 = 0

V = 250ml

Ìàññà ñóõîãî ñóëüôàòà àììîíèÿ: 77.9794 g.
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2.5 ðàñâîð ñóëüôàòà àììîíèÿ ñî ñòåïåíüþ íàñûùåíèÿ 0.5, ïðè-
ãîòîâëåííûé íà 25 mM ãëèöèë-ãëèöèíîâîì áóôåðå, pH 7.5

V = 100ml

1. ñóëüôàò àììîíèÿ

X =
0.515V (C2 − C1)

1 − 0.272 · C2

= 29.8032g

2. ãëèöèë-ãëèöèíîâîì

m = M · c · V = 132.12Da · 0.025M · 0.1l = 0.3303g

2.6 Äîâåäåíèå pH êîíöåíòðèðîâàííûõ ðàñòâîðîâ

Â íåêîòîðûå ðàñòâîðû íåëüçÿ ïîãðóæàòü ýëåêòðîä pH-ìåòðà, òàê êàê ýòè ðàñòâî-
ðû íàñòîëüêî êîíöåíòðèðîâàííû, ÷òî ïîëó÷åííîå çíà÷åíèå pH áóäåò íåòî÷íûì, à
ýëåêòðîä ìîæåò áûòü ïîïîð÷åí. ×òîáû äîâåñòè pH òàêèõ ðàñòâîðîâ äî òðåáóåìîãî
çíà÷åíèÿ:

1. ïîëó÷èòü ïðèìåðíîå çíà÷åíèå pH, èñïîëüçóÿ èíäèêàòîð

2. îòîáðàòü íåáîëüøóþ ïðîáó, íàïðèìåð, 2 ml

3. ðàçáàâèòü â 20 ðàç

4. ïîãðóçèòü ýëåêòðîä

5. äîâåñòè pH äî òðåáóåìîãî, ïðèêàïûâàÿ êèñëîòó èëè ùåëî÷ü

6. ÷òîáû äîâåñòè pH èñõîäíîãî ðàñòâîðà, ñëåäóåò äîáàâèòü 2
3
V

2ml
Va êèñëîòû èëè

ùåëî÷è, ãäå: V � îáúåì èñõîäíîãî ðàñòâîðà, Va � îáúåì äîáàâëåííîé êèñëîòû
èëè ùåëî÷è

3 Âûäåëåíèå ôåðìåíòà èç ñêåëåòíûõ ìûøö êðîëèêà

(2 ñåíòÿáðÿ)

Ðàáîòó ïðîâîäèëè â ïîñóäå, ïîìåùåííîé â ëåä.

3.1 Ââåäåíèå â ýêñòðàêöèþ

Èññëåäîâàíèå óíèêàëüíîãî ìåòàáîëîìíîãî ïðîôèëÿ ñèñòåìû, ò.å åãî ìåòàáîëè÷åñêîãî
ñîñòàâà, ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç àêòóàëüíûõ çàäà÷, ðåøàåìûõ ìåòàáîëîìèêîé. Äîñòèæå-
íèå ýòîé öåëè òðåáóåò ýêñòðàêöèè è êîëëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ìàêñèìàëüíîãî
êîëè÷åñòâà ìåòàáîëèòîâ â òêàíÿõ [5]. Ñîâðåìåííûå ìåòîäû èçìåëü÷åíèÿ òêàíåé îáû÷-
íî ñî÷åòàþò ñ îäíîâðåìåííîé ýêñòðàêöèåé áåëêîâ èç ãîìîãåíàòîâ òêàíåé. Áîëüøèí-
ñòâî áåëêîâ òêàíåé õîðîøî ðàñòâîðèìî â 8-10% ðàñòâîðàõ ñîëåé. Ïðè ýêñòðàêöèè
áåëêîâ øèðîêî ïðèìåíÿþò ðàçëè÷íûå áóôåðíûå ñìåñè ñ îïðåäåëåííûìè çíà÷åíèÿ-
ìè ðÍ ñðåäû, îðãàíè÷åñêèå ðàñòâîðèòåëè, à òàêæå íåèîííûå äåòåðãåíòû � âåùåñòâà,
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ðàçðóøàþùèå ãèäðîôîáíûå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó áåëêàìè è ëèïèäàìè è ìåæäó
áåëêîâûìè ìîëåêóëàìè.

Èç îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, ïîìèìî äàâíî ïðèìåíÿåìûõ âîäíûõ ðàñòâîðîâ ãëè-
öåðèíà, øèðîêî èñïîëüçóþò (îñîáåííî äëÿ ñîëþáèëèçàöèè) ñëàáûå ðàñòâîðû ñàõà-
ðîçû. Íà ðàñòâîðèìîñòü áåëêîâ ïðè ýêñòðàêöèè áîëüøîå âëèÿíèå îêàçûâàåò ðÍ ñðå-
äû, ïîýòîìó â áåëêîâîé õèìèè ïðèìåíÿþò ôîñôàòíûå, öèòðàòíûå, áîðàòíûå áóôåð-
íûå ñìåñè ñî çíà÷åíèÿìè ðÍ îò êèñëûõ äî ñëàáîùåëî÷íûõ, êîòîðûå ñïîñîáñòâó-
þò êàê ðàñòâîðåíèþ, òàê è ñòàáèëèçàöèè áåëêîâ. Äëÿ âûäåëåíèÿ áåëêîâ ñûâîðîòêè
êðîâè èñïîëüçóþò ñïîñîáû èõ îñàæäåíèÿ ýòàíîëîì, àöåòîíîì, áóòàíîëîì è èõ êîì-
áèíàöèè. Ïî÷òè âñå îðãàíè÷åñêèå ðàñòâîðèòåëè ðàçðûâàþò áåëîê-ëèïèäíûå ñâÿçè,
ñïîñîáñòâóÿ ëó÷øåé ýêñòðàêöèè áåëêîâ [6].

3.2 Ýêñòðàêöèÿ

100 g ìûøö êðîëèêà áûëî ðàçðåçàíî íîæîì è íîæíèöàìè íà ôðàãìåíòû, äëèíà êîòî-
ðûõ íå ïðåâûøàëà 5 ìì. Â ãîìîãåíèçàòîð ñ ìåòàëëè÷åñêèìè íîæàìè áûëî äîáàâëåíî
150 ml ÝÄÒÀ, 5 mM, pH 7.5. Ïîñëå ýòîãî ôðàãìåíòû ìûøöû ïîìåñòèëè â ãîìîãåíè-
çàòîð è èçìåëü÷àëè äî òåõ ïîð, ïîêà âåùåñòâî â ãîìîãåíèçàòîðå íå ñòàëî ïîõîæå íà
êàøó.

Ñìåñü áûëà ïåðåìåùåíà â ñòàêàí, ïîñëå ÷åãî äîáàâèëè åù¼ 75 ml îõëàæäåííî-
ãî 5 mM ÝÄÒÀ, pH 7.5, è ïåðåìåøàëè â òå÷åíèå 10 ìèíóò. Ãîìîãåíàò ïðîïóñòèëè
÷åðåç 4 ñëîÿ ìàðëè è ïðîöåíòðèôóãèðîâàëè (20 ìèíóò ïðè 18000 g). Ñóïåðíàòàíò
ñîáðàëè. Îáúåì ñóïåðíàòàíòà ñîñòàâèë 240 ml. Èç ñóïåðíàòàíòà îòîáðàëè 500 ìêë
äëÿ àíàëèçîâ (ïðîáà 1 ).

3.3 Ôðàêöèîíèðîâàíèå

pH ðàñòâîðà áûë äîâåäåí äî 7.5. Äëÿ ýòîãî ïðèêàïûâàëè ðàâíûé îáúåì (240 ml)
õîëîäíîãî 5%-íûé àììèàêà ñ ïîìîùüþ äåëèòåëüíîé âîðîíêè, ïðè èíòåíñèâíîì ïå-
ðåìåøèâàíèè â òå÷åíèè 30 ìèíóò. Ñòåïåíü íàñûùåíèÿ ñòàëà ðàâíîé 0.5. Ïîñëå ýòîãî
îñòàâèëè íà 15 ìèíóò íà õîëîäå.

Çàòåì ðàñòâîð îòöåíòðèôóãèðîâàëè (20 ìèíóò ïðè 18000g). Ñóïåðíàòàíò ñîáðà-
ëè. Îáúåì ñóïåðíàòàíòà ñîñòàâèë 430 ml. Èç ñóïåðíàòàíòà îòîáðàëè 500 ìêë äëÿ
àíàëèçîâ (ïðîáà 2 ).

Ñóïåðíàòàíò äîâåëè äî ñòåïåíè íàñûùåíèÿ 0.52 äîáàâëåíèåì íàñûùåííîãî ðàñ-
òâîðà ñóëüôàòà àììîíèÿ, pH 7.5 (4 ml íà êàæäûå 100 ml ðàñòâîðà). pH äîâåëè äî 8.0
ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðà ñóëüôàòà àììîíèÿ ñî ñòåïåíüþ íàñûùåíèÿ 0.52, ïðèãîòîâëåííî-
ãî íà 5%-íîì ðàñòâîðå àììèàêà. Äàííûé ðàñòâîð ìîã ïîâðåäèòü ýëåêòðîä, ïîýòîìó
ïðèäåðæèâàëèñü òåõíèêè äîâåäåíèÿ pH êîíöåíòðèðîâàííûõ ðàñòâîðîâ (ñì. 2.6).

Ðàñòâîð îñòàâèëè íà ñóòêè â õîëîäèëüíèêå, îæèäàÿ ïîÿâëåíèÿ êðèñòàëëîâ.
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4 Èçìåðåíèå êîíöåíòðàöèé îòîáðàííûõ ïðîá è ïðî-

äîëæåíèå ôðàêöèîíèðîâàíèÿ (3 ñåíòÿáðÿ)

4.1 Ôðàêöèîíèðîâàíèå (ïðîäîëæåíèå)

Ðàñòâîð, ïîëó÷åííûé íàêàíóíå (ñì. 3.3), áûë îñòàâëåí íà ñóòêè â õîëîäèëüíèêå.
Îäíàêî êðèñòàëëû àëüäîëàçû òàê è íå âûïàëè. ×òîáû ïîëó÷èòü êðèñòàëëû, ðàñòâîð
äîâåëè äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû, ïîñëå ÷åãî ïîñòàâèëè â õîëîäèëüíèê. Ðàñòâîð
ïîìóòíåë.

Çàòåì ðàñòâîð îòöåíòðèôóãèðîâàëè (20 ìèíóò ïðè 30000g). Îáúåì ñóïåðíàòàíòà
ñîñòàâèë 410 ml. Èç ñóïåðíàòàíòà îòîáðàëè 500 ìêë äëÿ àíàëèçîâ (ïðîáà 3 ). Îñà-
äîê ïåðåíåñëè â ñòåêëÿííûé ñòàêàí÷èê ïóòåì ñóñïåíçèðîâàíèÿ îñàäêà â ðàñòâîðå
ñóëüôàòà àììîíèÿ ñî ñòåïåíüþ íàñûùåíèÿ 0.5, ïðèãîòîâëåííîãî íà 25 mM ãëèöèë-
ãëèöèíîâîì áóôåðå, ðÍ=7.5. Çàòåì îñàäîê ïîìåñòèëè â õîëîäèëüíèê (ïðîáà 4 ). Îáú-
åì îñàäêà ñîñòàâèë ïðèìåðíî 8 ml.

4.2 Ïðèãîòîâëåíèå áóôåðà

Äëÿ îïðåäåëåíÿ êîíöåíòðàöèé ïî ìåòîäó Áðýäôîðä òðåáóåòñÿ áóôåð. Â êà÷åñòâå
áóôåðà èñïîëüçîâàëñÿ 50 mM ðàñòâîð êàëèé-ôîñôàòíîãî áóôåðà (K2HPO4).

M = 136.09Da

c = 50mM

V = 100ml

m = McV = 0.68045g

4.3 Ââåäåíèå â ìåòîä Áðýäôîðä

Ìåòîä Áðýäôîðä � îäèí èç êîëîðèìåòðè÷åñêèõ ìåòîäîâ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëå-
íèÿ áåëêîâ â ðàñòâîðå (îñîáåííî ñ íèçêîé êîíöåíòðàöèåé). Äàííûé ìåòîä îñíîâàí íà
ñâÿçûâàíèè áåëêàìè êðàñèòåëÿ Coomassie Brilliant Blue G-250 [7]. Ìåõàíèçì ñâÿçûâà-
íèÿ Coomassie çàêëþ÷àåòñÿ âî âçàèìîäåéñòâèè àíèîííîé ôîðìû êðàñèòåëÿ ñ áåëêîì
[8].

Ñâÿçûâàíèå ñ áåëêîì îñóùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî âçàèìîäåé-
ñòâèÿ ñóëüôîíèëüíûõ ãðóïï êðàñèòåëÿ ñ àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè áåëêà. Ñâÿ-
çûâàíèå êðàñèòåëÿ Coomassie ïðîèñõîäèò ïðåèìóùåñòâåííî ñ àðãèíèíîâûì îñòàò-
êîì è â ìåíüøåé ñòåïåíè ñ îñòàòêàìè ãèñòèäèíà, ëèçèíà, òèðîçèíà, òðèïòîôàíà è
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ôåíèëàëàíèíà. Êîëè÷åñòâî ñâÿçåé, îáðàçóåìûõ ìåæäó Coomassie è áåëêîì, çàâèñèò
îò êîëè÷åñòâà ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ ãðóïï, ðàñïîëîæåííûõ â ìîëåêóëå áåëêà.
Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî 1.5-3 ìîëåêóëû êðàñèòåëÿ ñâÿçûâàþòñÿ îäíîé ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåí-
íîé ãðóïïîé [9]. Èñõîäíûé êèñëûé ðàñòâîð Coomassie èìååò ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ
ïðè äëèíå âîëíû 465 íì. Ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ ñ áåëêîì è èçìåíåíèÿ îêðàñêè ìàêñèìóì
ïîãëîùåíèÿ ñìåùàåòñÿ ê 595 íì.

4.4 Êàëèáðîâêà äëÿ ìåòîäà Áðýäôîðä

µg áåëêà íà êþâåòó A
8 0.0879
8 0.0891
8 0.0897
16 0.1197
16 0.1158
16 0.1196
24 0.1570
24 0.1567
24 0.1594
32 0.1883
32 0.1928
32 0.1954
40 0.199
40 0.2
40 0.201

Ïîä ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå áûëà ïîäîãíàíà ëèíåéíàÿ çàâèñèìîñòü:

A = A0 + k ·m

Îöåíêà çíà÷åíèé A0 è k:

A0 = 0.0626267 ± 0.005155(8.231%)

k = 0.0037 ± 0.0001943(5.251%)
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4.5 Ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîå îïðåäëåíèå êîíöåíòðàöèé

Äëÿ âñåõ òåõ ïðîá äåéñòâîâàëè ïî ñëåäóþùåé ñõåìå:

1. íàáèðàëè 2 ml áèäèñòèëèðîâàííîé âîäû â êþâåòó

2. îáíóëÿëè ïðèáîð

3. äîëèâàëè 50 µl ðàñòâîðà èç ïðîáû

4. ñíèìàëè çíà÷åíèå A280

Òàêèì îáðàçîì, ðàçâåäåíèå ðàâíî 41. Áûëî äîïóùåíî, ÷òî óäåëüíîå ïîãëîùåíèå ε = 1
äëÿ áåëêà. Òîëùèíà êþâåòû l = 1cm. Òàêèì îáðàçîì, êîíöåíòðàöèÿ áåëêà â ïðîáå
ðàâíà [mg/ml]:

c = 41 · A
Ïðîáà A C[mg/ml]
1 0.2 8.2
1 0.49 20
1 0.54 22
2 0.0707 2.9
2 0.177 7.257
2 0.2 8.2
3 0.154 6

4.6 Îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèé áåëêà ìåòîäîì Áðýäôîðä

Ó÷èòûâàÿ ïðèìåðíûå êîíöåíòðàöèè, ïîëó÷åííûå ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì,
ðàñòâîð èç ïðîá ðàçâåëè òàê, ÷òîáû êîíöåíòðàöèÿ ëåæàëà â ïðåäåëàõ êàëèáðîâî÷íîé
êðèâîé.
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Êîëè÷åñòâî µg áåëêà â êþâåòå ìîæåò áûòü ïîëó÷åíî ïî ñëåäóþùåé ôîðìóëå:

m =
A− A0

k

Îöåíêè çíà÷åíèé çíà÷åíèÿ A0 è k: ñì. 4.4
Êîíöåíòðàöèÿ áåëêà â ïðîáå (mg/ml):

c =
m ·N
Vc

ãäå m � ñîäåðæàíèå áåëêà â êþâåòå (µg), N � ðàçâåäåíèå, Vc � îáúåì êþâåòû (2 ml).

4.6.1 Ïðîáà 2

Íà÷àëè àíàëèç ñ ïðîáû 2, â ñâÿçè ñ ÷åì ïîòðåáîâàëîñü 4 ïîïûòêè, ÷òîáû ïîïàñòü â
îáëàñü êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé.

Ïðîáà áåëêà

Êþâåòà

20 µl

Êàëèé-ôîñôàòíûé áóôåð

80 µl

Áðýäôîðä

1.9 ml

A = 0.9099

Ïðîáà áåëêà

Ýïïåíäîðô

20 µl

Êàëèé-ôîñôàòíûé áóôåð

180 µl

Êþâåòà

50 µl

50 µl

Áðýäôîðä

1.9 ml

A = 0.2623

Ñîäåðæàíèå áåëêà: m = A−A0

k
= 53.97 µg áåëêà íà êþâåòó.

Ðàçâåäåíèå: N = 400 ðàç. Êîíöåíòàðöèÿ áåëêà â ïðîáå: c = m·N
Vc

= 10.8 mg/ml.
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Ïðîáà áåëêà

Ýïïåíäîðô

20 µl

Êàëèé-ôîñôàòíûé áóôåð

180 µl

Êþâåòà

80 µl

20 µl

Áðýäôîðä

1.9 ml

A = 0.1933

Ñîäåðæàíèå áåëêà: m = A−A0

k
= 35.32 µg áåëêà íà êþâåòó.

Ðàçâåäåíèå: N = 1000 ðàç. Êîíöåíòàðöèÿ áåëêà â ïðîáå: c = m·N
Vc

= 17.6 mg/ml.

Ïðîáà áåëêà

Ýïïåíäîðô

20 µl

Êàëèé-ôîñôàòíûé áóôåð

180 µl

Êþâåòà

90 µl

10 µl

Áðýäôîðä

1.9 ml

A = 0.1554

Ñîäåðæàíèå áåëêà: m = A−A0

k
= 25.07 µg áåëêà íà êþâåòó.

Ðàçâåäåíèå: N = 2000 ðàç. Êîíöåíòàðöèÿ áåëêà â ïðîáå: c = m·N
Vc

= 25.1 mg/ml.
Ïîñëåäíèå äâà îïûòà ïðèâåëè ê æåëàåìîìó ðåçóëüòàòó (A íàõîäèòñÿ â îáëàñòè

êàëèáðîâî÷íîé ïðÿìîé).
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4.6.2 Ïðîáà 1

Ïðîáà áåëêà

Ýïïåíäîðô

10 µl

Êàëèé-ôîñôàòíûé áóôåð

190 µl

Êþâåòà

90 µl

10 µl

Áðýäôîðä

1.9 ml

A = 0.0915

Ñîäåðæàíèå áåëêà: m = A−A0

k
= 7.8 µg áåëêà íà êþâåòó.

Ðàçâåäåíèå: N = 4000 ðàç. Êîíöåíòàðöèÿ áåëêà â ïðîáå: c = m·N
Vc

= 15.6 mg/ml.

4.6.3 Ïðîáà 3

Ïðîáà áåëêà

Ýïïåíäîðô

20 µl

Êàëèé-ôîñôàòíûé áóôåð

180 µl

Êþâåòà

90 µl

10 µl

Áðýäôîðä

1.9 ml

A = 0.0857

Ñîäåðæàíèå áåëêà: m = A−A0

k
= 6.2 µg áåëêà íà êþâåòó.

Ðàçâåäåíèå: N = 2000 ðàç. Êîíöåíòàðöèÿ áåëêà â ïðîáå: c = m·N
Vc

= 6.2 mg/ml.
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5 Ýëåêòðîôîðåç (8 ñåíòÿáðÿ)

Â äàííîì ðàçäåëå èñïîëüçîâàëèñü ìàòåðèàëû èç ìåòîäè÷åñêîãî ïîñîáèÿ ïî ãåííîé
èíæåíåðèè.

Ýëåêòðîôîðåç ïî Ëýììëè ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå ïîïóëÿðíûõ ìåòîäîâ ïî ðà-
áîòå ñ áåëêàìè. Ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, áåëêè ìîæíî
ôðàêöèîíèðîâàòü ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå, ðàçìåðàì è ôîðìå, òàê êàê äàííûé ìåòîä
èìååò áîëüøóþ ðàçðåøàþùåþ ñïîñîáíîñòü. Ïðåèìóùåñòâà äàííîãî ìåòîäà ñëåäóþ-
ùèå: ãåëü õèìè÷åñêè ñòàáèëåí, íåò ýëåêòðîîñìîñà, óñòîé÷èâîñòü ê ðàñòâîðèòåëÿì,
èçìåíåíèþ ðÍ è òåìïåðàòóðå.

Ïðîöåññ ïîëèìåðèçàöèè ïîëèàêðèëàìèäíîãî ãåëÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé õèìè÷å-
ñêóþ ðåàêöèþ, ìîíîìåðîì êîòîðîé ñëóæèò àêðèëàìèä. Òàê êàê ðåàêöèÿ ïðîòåêàåò
ïî ðàäèêàëüíîìó ìåõàíèçìó, òî â êà÷åñòâå ìîëåêóëû-èíèöèàòîðà ñëóæèò ïåðñóëüôàò
àììîíèÿ (ÏÑÀ). Ïîëèìåðèçàöèÿ íà÷èíàåòñÿ ñ îáðàçîâàíèÿ ðàäèêàëà èç ÏÑÀ. Êà-
òàëèçàòîðîì ïðîöåññà ñëóæèò òåòðàìåòèëýòèëåíäèàìèí (ÒÅÌÅÄ). Ïåðâàÿ ðåàêöèÿ
èíèöèèðóåò ðàçðûâ ñâÿçè ìåæäó äâóìÿ àòîìàìè êèñëîðîäà â ìîëåêóëå ïåðñóëüôàòà
àììîíèÿ. Â ðåçóëüòàòå ýòîé ðåàêöèè îáðàçóåòñÿ ñâîáîäíûé ðàäèêàë ñ îäíèì íåñïà-
ðåííûì ýëåêòðîíîì ó àòîìà êèñëîðîäà. Äàííûé ðàäèêàë âëèÿåò íà ðàçðûâ äâîéíîé
ñâÿçè â ìîëåêóëå àêðèëàìèäà. Òàêàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ ïðîäîëæàåòñÿ, ïîêà äâà ðàäè-
êàëà íå îáðàçóþò ìåæäó ñîáîé êîâàëåíòíóþ ñâÿçü.

5.1 Ïîäãîòîâêà áåëêîâ

Òàê êàê ìíîãèå áåëêè èìåþò âòîðè÷íóþ, òðåòè÷íóþ è èíîãäà ÷åòâåðòè÷íóþ ñòðóêòó-
ðó, òî ñëåäóåò èõ ïðåäâàðèòåëüíî äåíàòóðèðîâàòü, ÷òîáû èçáåæàòü âëèÿíèÿ ñòðóêòó-
ðû è çàðÿäà áåëêà íà åãî ïîäâèæíîñòü â ãåëå. Äëÿ ýòîãî èõ êèïÿòÿò â Sample Bu�er
(SB). Ýòî áóôåð, êîòîðûé âêëþ÷àåò êðàñèòåëü áðîìôåíîëîâûé ñèíèé (ïîçâîëÿåò
íàì ñëåäèòü çà õîäîì ïðîöåññà), ãëèöåðèí (îáëåã÷àåò íàíåñåíèå îáðàçöà íà ãåëü),
SDS è β-ìåðêàïòîýòàíîë. SDS � ýòî èîííûé äåòåðãåíò (äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ), êî-
òîðûé çà ñ÷åò ãèäðîôîáíûõ âçàèìîäåéñòâèé ñâÿçûâàåòñÿ ñ áåëêàìè â ñîîòíîøåíèè
1,4 ìã SDS íà 1 ìã áåëêà. Òàê êàê â ðàñòâîðå îáðàçóåòñÿ èçáûòîê äèññîöèèðîâàí-
íûõ îñòàòêîâ ñóëüôîêèñëîòû, ñîáñòâåííûé çàðÿä áåëêà ñòàíîâèòñÿ íåñóùåñòâåííûì.
β-ìåðêàïòîýòàíîë ñïîñîáñòâóåò ðàçðûâó äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé â ìîëåêóëå áåëêà. Äå-
íàòóðàöèè áåëêà òàêæå ñïîñîáñòâóåò êèïÿ÷åíèå. Èç ýòîãî ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî
â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ðàçäåëåíèå áåëêîâ èäåò òîëüêî ïî ìàññå.

5.2 Ñóòü ïðîöåññà

Îäíà èç îñîáåííîñòåé äàííîé ñèñòåìû ÝÔ çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ó÷àñòâóþò 2 ãå-
ëÿ � ðàçäåëÿþùèé (ìåëêîïîðèñòûé, íèæíèé) è êîíöåíòðèðóþùèé (êðóïíîïîðèñòûé,
âåðõíèé). Êðîìå ðàçìåðîâ ïîð, ýòè ãåëè îòëè÷àþòñÿ ïî pH. Â êîíöåíòðèðóþùåì ãåëå
ðàçäåëåíèå áåëêîâ íå ïðîèñõîäèò. Â íåì áåëêè ñîáèðàþòñÿ â îäíó óçêóþ ïîëîñó. Äëÿ
ðàçäåëÿþùåãî ãåëÿ ýòà ïîëîñà áóäåò ñòàðòîì äëÿ íà÷àëà ôðàêöèîíèðîâàíèÿ. Ñìûñë
ïðîöåññà çàêëþ÷àåòñÿ â ñëåäóþùåì: ñðàçó ïîñëå âêëþ÷åíèÿ ýëåêòðè÷åñêîãî íàïðÿ-
æåíèÿ, íàïðÿæåííîñòü ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ îäèíàêîâà ïî âñåìó ãåëþ. Îáðàçöû íà÷è-
íàþò âõîäèòü â ãåëü. Èîíû ãëèöèíà â êîíöåíòðèðóþùåì ãåëå èìåþò îòðèöàòåëüíûé
çàðÿä è íà÷èíàþò çàìåùàòü èîíû õëîðà. Ñëåäîâàòåëüíî, â êîíöåíòðèðóþùåì ãåëå
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(ñ áîëåå êèñëûì pH) áîëüøèíñòâî ìîëåêóë ãëèöèíà èçìåíÿò çàðÿä íà íåéòðàëüíûé.
Òàêàÿ íåéòðàëèçàöèÿ óâåëè÷èâàåò íàïðÿæåííîñòü ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ â êîíöåíòðè-
ðóþùåì ãåëå è îáðàçöû íà÷íóò äâèãàòüñÿ. Â ðàçäåëÿþùåì ãåëå ìîæíî íàáëþäàòü
îáðàòíîå èçìåíåíèå íàïðÿæåííîñòè ïîëÿ. Ýòî ïðèâåäåò ê çàìåäëåíèþ äâèæåíèÿ áåë-
êîâ. Ñ ýòîãî ìîìåíòà íà÷íåòñÿ ìåäëåííîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïîä âîçäåéñòâèåì íèçêîé
íàïðÿæåííîñòè ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ.

5.3 Îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè ïðîáû 4

Ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî â ïðîáå 4 ñîäåðæèòñÿ ñóñïåíçèÿ àëüäîëàçû. ×òîáû èññëåäîâàòü
ïðîáó 4 ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà, òðåáóåòñÿ çíàòü ïðèìåðíóþ êîíöåíòðàöèþ áåëêà â
ïðîáå. Äëÿ ýòîãî ïðîâåëè åù¼ îäíî ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîå îïðåäåëåíèå êîíöåíòðà-
öèè.

Áûëî îòîáðàíî 10 µl ïðîáû è ïîìåùåíî â êþâåòó îáúåìîì 2 ml. Ðàçâåäåíèå ñî-
ñòàâèëî 201 ðàç.

A260 = 0.110

A280 = 0.148

Ïî ôîðìóëå Êàëüêàðà

c = N(1.45A280 − 0.74A260) = 201(1.45 · 0.148 − 0.74 · 0.110) = 26.8mg/ml

Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ïðîáà 4 ñ÷èòàåòñÿ î÷èùåííîé îò íóêëåîòèäîâ è îñòàëüíûõ áåëêîâ,
ìîæíî ïðèìåíèòü ñëåäóþùóþ ôîðìóëó:

c = N
A280

εl
= 201

0.148

0.91 · 1
= 32.7mg/ml

Òàêèì îáðàçîì, êîíöåíòðàöèþ àëüäîëàçû â ïðîáå 4 áóäåì ñ÷èòàòü 32.7 mg/ml.

5.4 Îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè ïðîáû 2

Òàê êàê çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè ïðîáû 2 ïîëó÷èëèñü äîâîëüíî ðàçíûìè, áûëî ïðî-
âåäåíî ïîâòîðíîå îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè ïðîáû 2 ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèì ìå-
òîäîì.

Áûëî îòîáðàíî 80 µl ïðîáû è ïîìåùåíî â êþâåòó îáúåìîì 2 ml. Ðàçâåäåíèå ñî-
ñòàâèëî 26 ðàç.

A260 = 0.526

A280 = 0.343

Ïî ôîðìóëå Êàëüêàðà

c = N(1.45A280 − 0.74A260) = 26(1.45 · 0.343 − 0.74 · 0.526) = 2.8mg/ml
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5.5 Èñõîäíûå êîíöåíòðàöèè ïðîá

Ïîñëå ðàññìîòðåíèÿ êîíöåíòðàöèé ïðîá, ïîëó÷åííûõ ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèì ìå-
òîäîì è ìåòîäîì Áðýäôîðä, áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî òî÷íîñòü êîíöåíòðàöèè ïðîáû 2
âûçûâàåò ñîìíåíèÿ.

Çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè ïðîáû 3, ïîëó÷åííûå îáîèìè ìåòîäàìè, ïî÷òè ñîâïàëè
(6 mg/ml). Êîíöåíòðàöèÿ ïðîáû 1 ïðèíÿòà çà 15.6 mg/ml. Êîíöåíòðàöèÿ ïðîáû 2
äîëæíà áûòü ìåíüøå êîíöåíòðàöèè ïðîáû 1 (óæå ïîòîìó, ÷òî îáúåì, èç êîòîðîãî îò-
áèðàëàñü ïðîáà 1, ìåíüøå îáúåìà, èç êîòîðîãî îòáèðàëàñü ïðîáà 2). Â òî æå âðåìÿ,
êîíöåíòðàöèÿ ïðîáû 2 äîëæíà áûòü áîëüøå êîíöåíòðàöèè ïðîáû 3, òàê êàê ïðî-
áà 3 îòáèðàëàñü èç ðàñòâîðà, èç êîòîðîãî áûëà óäàëåíà àëüäîëàçà. Ó÷èòûâàÿ ýòè
ñîîáðàæåíèÿ, ðåøèëè, ÷òî êîíöåíòðàöèÿ ïðîáû 2 ðàâíà 10.8 mg/ml.

5.6 Ðàçáàâëåíèå áåëêîâûõ ïðîá

Èçâåñòíî, ÷òî äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ïðîáû â ýëåêòðîôîðåçå êîíöåíòðàöèÿ áåëêà äîëæ-
íà áûòü ïðèìåðíî 0.5 mg/ml. Îáúåì îáðàçöà äëÿ ýëåêòðîôîðåçà: 200 µl. Áûëî ðåøåíî
ñíà÷àëà ðàçáàâèòü âñå ïðîáû â 5 ðàç, ïîñëå ÷åãî îòîáðàòü èç íèõ îáúåì, íåîáõîäèìûé
äëÿ ýëåêòðîôîðåçà.

×òîáû ïîëó÷èòü îáðàçåö ñ êîíöåíòðàöèåé 0.5 mg/ml, èç ðàñòâîðà, ïîëó÷åííîãî
ðàçáàâëåíèåì ïðîáû â 5 ðàç, íåîáõîäèìî îòîáðàòü

V = N
C2V2

C1

= 5
0.5mg/ml · 0.2ml

C1

=
0.5

C1

[ml]

ãäå C1 � êîíöåíòðàöèÿ áåëêà â ïðîáå.
Ðàññ÷èòàåì îáúåìû, êîòîðûå íóæíî îòáèðàòü èç ðàçáàâëåííûõ â 5 ðàç ïðîá:
Ïðîáà C1 [mg/ml] V [µl]
1 15.6 32.05
2 10.8 46.3
3 6.2 80.65
4 32.7 18.7

5.7 Ïðèãîòîâëåíèå îáðàçöîâ äëÿ ýëåêòðîôîðåçà

4-õ êðàòíûé áóôåð äëÿ îáðàçöîâ (SB) áûë âûäàí ïðåïîäàâàòåëåì. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ
îäíîêðàòíîãî áóôåðà, 4-õ êðàòíûõ áóôåð áûë ðàçáàâëåí â 4 ðàçà. Â 1 ìë SB áûëî
äîáàâëåíî 50 µl ìåðêàïòîýòàíîëà, êîíöåíòðàöèÿ ìåðêàïòîýòàíîëà â ïîëó÷åííîì áó-
ôåðå 5%. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ îáðàçöîâ äëÿ ýëåêòðîôîðåçà ñíà÷àëà äîáàâëÿëè âîäó, çàòåì
ïðîáó áåëêà, ðàçâåäåííóþ â 5 ðàç, çàòåì 50 µl SB.

Ïðîáà H20 Ïðîáà/5 SB
1 118 32 50
2 104 46 50
3 70 80 50
4 131 18.7 50

5.8 Ìàðêåðû äëÿ ýëåêòðîôîðåçà

1. Phosphorilase B, 97 kDa
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2. BSA, 66.2 kDa

3. Ovalbumin, 45 kDa

4. Carbonie anhydrase, 31 kDa

5. Trypsin inhibitor, 21.5 kDa

6. Lysozime, 14.4 kDa

Îïòèìóì íàíåñåíèÿ: 3�5 µl íà äîðîæêó. Õðàíåíèå ïðè -20◦C.

5.9 Ïðîâåäåíèå ýëåêòðîôîðåçà

Â 10 ëóíîê ãåëÿ áûëè íàíåñåíû îáðàçöû:

1. ìàðêåð

2. ïðîáà 1 (8 µl, 4 µg)

3. ïðîáà 2 (8 µl, 4 µg)

4. ïðîáà 3 (8 µl, 4 µg)

5. ïðîáà 4 (8 µl, 4 µg)

6. ïóñòàÿ

7. ïðîáà 1 (16 µl, 8 µg)

8. ïðîáà 2 (16 µl, 8 µg)

9. ïðîáà 3 (16 µl, 8 µg)

10. ïðîáà 4 (16 µl, 8 µg)

Ïàðàìåòðû ýëåêòðîôîðåçà: 20 mA, 400 V.

5.10 Ðåçóëüòàòû ýëåêòðîôîðåçà

18



Âûâîä : ïîñëåäíÿÿ ñòàäèÿ ýôôåêòèâíî îòäåëèëà àëüäîëàçó.
Ê ñîæàëåíèþ, áåëêè-ìàðêåðû îêàçàëèñü ïîäïîð÷åííûìè, â ñâÿçè ñ ÷åì îöåíèòü

ìàññó âûäåëåííîãî áåëêà íå óäàëîñü.

6 Ïîâòîðåíèå ýëåêòðîôîðåçà (16 ñåíòÿáðÿ)

Âåñü ýëåêòðîôîðåç áûë ïîâòîðåí ñ íîâûìè áåëêàìè-ìàðêåðàìè (5.9).

6.1 Ìàðêåðû äëÿ ýëåêòðîôîðåçà: SM0671

1. 170 kDa

2. 130 kDa

3. 95 kDa

4. 72 kDa � êðàñíûé

5. 55 kDa

6. 43 kDa

7. 34 kDa

8. 26 kDa

9. 17 kDa

10. 10 kDa � æåëòûé

6.2 Ïðîâåäåíèå ýëåêòðîôîðåçà

Â 10 ëóíîê ãåëÿ áûëè íàíåñåíû îáðàçöû:

1. ìàðêåð

2. ïðîáà 1 (8 µl, 4 µg)

3. ïðîáà 2 (8 µl, 4 µg)

4. ïðîáà 3 (8 µl, 4 µg)

5. ïðîáà 4 (8 µl, 4 µg)

6. ïóñòàÿ

7. ìàðêåð
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6.3 Ðåçóëüòàòû ýëåêòðîôîðåçà

170 kDa

130 kDa

95 kDa

72 kDa

55 kDa

43 kDa

34 kDa

26 èëè 17 kDa

âûäåëåííûé áåëîê

1

2 3 4 5

7

6.4 Âû÷èñëåíèå ìàññû âûäåëåííîãî áåëêà

Âûäåëåííûé áåëîê íåìíîãî ëåã÷å ìàðêåðà 6, èìåþùåãî ìàññó 43 kDa. Ýòî ñîãëàñóåòñÿ
ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè (ñì. 1).
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R
f

ln M

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå îïðåäåëåíèå ìîëåêóëÿðíîé ìàññû áåëêîâ

M = 40.9 Da
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7 Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè àëüäîëàçû (9 ñåíòÿáðÿ)

Ðåøèëè èçìåðÿòü àêòèâíîñòü ïî NADH.

àëüäîëàçà

äèãèäðîêñèàöåòîíôîñôàò

ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàò

ãëèöåðîë-3-ôîñôàò

ãëèöåðîë-3-ôîñôàò-äåãèäðîãåíàçà
-NADH

òðèîçîôîñôàòèçîìåðàçà

áèñôîñôàò

7.1 Ïðèãîòîâëåíèå ðàñòâîðîâ

7.1.1 Ãëèöèë-ãëèöèíîâûé áóôåð

m = M · c · V = 132.12Da · 0.05M · 0.1l = 0.6606g

pH ðàñòâîðà áûë äîâåäåí äî 7.5.

7.1.2 NADH

m = M · c · V = 763Da · 0.02M · 0.001l = 0.01526g

7.1.3 Ñîëü ôðóêòîçîáèñôîñôàòà

m = M · c · V = 378Da · 0.075M · 0.001l = 0.02837g

7.1.4 Êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò ôåðìåíòîâ

Êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò ôåðìåíòîâ, ñîäåðæàùèé òðèîçîôîñôàòèçîìåðàçó è ãëèöåðîë-
3-ôîñôàò-äåãèäðîãåíàçó. Êîíöåíòðàöèÿ ðàáî÷åãî ðàñòâîðà ñîñòàâèëà 6.3 mg/ml. Àê-
òèâíîñòü ãëèöåðîë-3-ôîñôàò-äåãèäðîãåíàçû: 150 E/ml. Àêòèâíîñòü òðèîçîôîñôàòè-
çîìåðàçû: 1.6 E/ml. Ðàñòâîð áûë ïðèãîòîâëåí íà 50 mM ãëèöèë-ãëèöèíîâîì áóôåðå.
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7.1.5 Ôðóêòîçîáèñôîñôàòàëüäîëàçà

Ðàñòâîð áûë ïðèãîòîâëåí íà 50 mM ãëèöèë-ãëèöèíîâîì áóôåðå.

7.2 Èçìåðåíèå àêòèâíîñòè

Äëÿ èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòè çíà÷åíèÿ A340 ñíèìàþò êàæäûå 30 ñåêóíä â òå÷åíèè êàê
ìèíèìóì 3 ìèíóò.

1. äîáàâèòü 1.9 ml ãëèöèë-ãëèöèíîâîãî áóôåðà

2. 25 µl âñïîìîãàòåëüíûõ ôåðìåíòîâ

3. àëüäîëàçà

4. ïîìåñòèòü êþâåòó â ïðèáîð è îáóëèòü

5. äîáàâèòü 15 µl NADH

6. äîáàâèòü áèñôîñôàò íà ïàëî÷êå è ïåðåìåøàòü ýòîé æå ïàëî÷êîé

7. çàïóñòèòü ïðèáîð

Ïðè èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòè èçìåíÿëè îáúåì âíîñèíîé àëüäîëàçû, ïðè èçìåðåíèè
KM � îáúåì áèñôîñôàòà (ñóáñòðàòà àëüäîëàçû). Ïðè èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòè îáúåì
äîáàâëÿåìîãî áèñôîñôàòà îñòàâàëñÿ ïîñòîÿííûì (60 µl).

7.3 Ïðîáíûå îïûòû

NADH âíîñÿò òàê, ÷òîáû çíà÷åíèå A ïîñëå äîáàâëåíèÿ NADH áûëî îêîëî 0.8
Â ïåðâóþ ïîïûòêó âíåñëè 2 ml áóôåðà è 30 µl NADH. Çíà÷åíèå A ñîñòàâèëî 1.484.

Ýòî çíà÷åíèå ñëèøêîì âåëèêî.
Â âòîðîé ðàç (è â ïîñëåäóþùèå ðàçû) âíîñèëè ïî 15 µl NADH è 30 µl àëüäîëàçû

èç ïðîáû 4. Îäíàêî òàêîå êîëè÷åñòâî àëüäîëàçû ñëèøêîì áûñòðî èçðàñõîäîâàëî âåñü
ñóáñòðàò.

Àëüäîëàçó èç ïðîáû 4 ðàçáàâèëè â 100 ðàç (10 µl àëüäîëàçû â 1 ml âîäû). Â
òðåòèé ðàç îòîáðàëè 30 µl ðàçáàâëåííîé àëüäîëàçû. Îòñ÷åò âðåìåíè çàïóñòèëè ïîñëå
äîáàâëåíèÿ NADH. Ïîëó÷èëàñü äîâîëüíî ñòðàííàÿ çàâèñèìîñòü (D áûëî íèçêèì äî
äîáàâëåíèÿ ñóáñòðàòà, à çàòåì âûðîñëî). Ïî-âèäèìîììó, ýòî âûçâàíî òåì, ÷òî îòñ÷åò
âðåìåíè áûë âêëþ÷åí äî ïåðåìåøèâàíèÿ.

Â ÷åòâåðòûé ðàç âíåñëè 20 µl àëüäîëàçû (íà÷èíàÿ ñ ýòîãî îïûòà, âíîñèëè ðàç-
ðàâëåííóþ àëüäîëàçó). Ïîëó÷èëàñü õîðîøàÿ çàâèñèìîñòü. Îäíàêî ðåøèëè ñíèìàòü
ïîêàçàíèÿ â òå÷åíèè 5 ìèíóò.
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20 µl ðàçáàâëåííàÿ àëüäîëàçà

7.4 Ñíÿòèå àêòèâíîñòè ïðè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ àëüäîëàçû

Áûëà ïðîâåäåíà ñåðèÿ ýêñïåðèìåíòîâ (ñì. 7.2). Ïðè ýòîì êîíöåíòðàöèÿ ñóáñòðàòà
îñòàâàëàñü íåèçìåííîé (60 µl). Ëèòåðàòóðíîå çíà÷åíèå KM = 52µM . Ïðè äîáàâ-
ëåíèè áèñôîñôàòà â êþâåòó åãî êîíöåíòðàöèÿ ñíèæàëàñü â 2000

60
= 33 ðàç. Èñõîäíàÿ

êîíöåíòðàöèÿ áèñôîñôàòà ðàâíà 75 mM. Çíà÷èò, êîíöåíòðàöèÿ áèñôîñôàòà â êþâåòå
îêîëî 75

33
= 2.3 mM, ÷òî íàìíîãî ïðåâûøàåò KM . Òàê êàê íàñûùàþùåé êîíöåíòðàöè-

åé ìîæíî ñ÷èòàòü êîíöåíòðàöèþ 10�20 KM , èñïîëüçóåìàÿ êîíöåíòðàöèÿ íàâåðíÿêà
ÿâëÿëàñü íàñûùàþùåé.

Èñïîëüçóåìûå îáúåìû (ðàçáàâëåííîé) àëüäîëàçû: 20 µl, 10 µl è 5 µl. Ïîêàçàíèÿ
ïðèáîðà ñíèìàëèñü â òå÷åíèè 5 ìèíóò. Áûëè ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå çàâèñèìîñòè:
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Çàâèñèìîñòè ïåðåñ÷èòàëè íà ∆D, êîòîðîå ïðîïîðöèîíàëüíî êîëè÷åñòâó èçðàñõî-
äîâàííîãî ñóáñòðàòà. ∆D ðàññ÷èòûâàëè, êàê ðàçíîñòü èñõîäíîãî è òåêóùåãî çíà÷åíèé
D. Êðîìå òîãî, ðàññìàòðèâàëè çàâèñèìîñòü, ñïóñòÿ 2 ìèíóòû îò íà÷àëà îòñ÷åòà, òàê
êàê äî 2 ìèíóò ðåàêöèÿ, êàæåòñÿ, íàõîäèòñÿ â ëàã-ôàçå.
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Çàâèñèìîñòè ñïðÿìèëè. Çíà÷åíèÿ ∆D
min

:

Vàëüäîëàçû ∆D/min
20 0.172
10 0.087
05 0.045

Ïî äàííûì òî÷êàì ïîñòðîèëè ãðàôèê:
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Ñîäåðæàíèå (â mg) àëüäîëàçû â êþâåòå ìîæíî ïîëó÷èòü ïî ñëåäóþùåé ôîðìóëå:

m =
1

100
Vàëüäîëàçû · 32.7mg/ml

Ïî îñè àáñöèññ îòëîæåíî ñîäåðæàíèå (â mg) àëüäîëàçû â êþâåòå. Îáúåìû äîáàâëÿ-
åìîé àëüäîëàçû (20, 10 è 5 µl) îòìå÷åíû âíóòðè ãðàôèêà.

Ïîñëå ñïðÿìëåíèÿ çàâèñèìîñòè âûÿñíèëîñü, ÷òî ∆D
min·mg = 25.9.

Âû÷èñëèì àêòèâíîñòü àëüäîëàçû:

E =
1

2

∆D340 · V
ìèí · 6.22 ·mg àëüäîëàçû

=
1

2
25.9 · 2ml

6.22
= 4.2

µmol

mg · ìèí
1
2
â ôîðìóëå, òàê êàê íà îäíó èçðàñõîäîâàííóþ ìîëåêóëó ñóáñòðàòà ðàñõîäóåòñÿ äâå

ìîëåêóëû NADH.
Àêòèâíîñòü àëüäîëàçû äîâîëüíî âûñîêà, ÷òî ïîäòâåðæäàåò âûñîêîå êà÷åñòâî ïðî-

âåäåííîãî âûäåëåíèÿ.

8 Èçìåðåíèå Êì (10 ñåíòÿáðÿ)

Áûëà ïðîâåäåíà ñåðèÿ ýêñïåðèìåíòîâ, îïèñàííûõ â 7.2. Ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî àëüäî-
ëàçû îñòàâàëîñü ïîñòîÿííûì (10 µl, ðàçáàâëåííàÿ â 100 ðàç), à êîëè÷åñòâî áèñôîñ-
ôàòà èçìåíÿëîñü.
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75mM

7.5mM

Ðàçâåëè â 10 ðàç

80 40 20 10

0.75mM

Ðàçâåëè åù¼ â 10 ðàç

100 80 60 40 20 10

100 80 60 40 20 10

Ïðèìåð äàííûõ, ñíèìàåìûõ ñ ïðèáîðà:
Âðåìÿ 100 80 60 40 20 10
0:00 0.796 0.837 0.865 0.849 0.858 0.882
0:30 0.773 0.814 0.847 0.829 0.837 0.868
1:00 0.741 0.783 0.822 0.799 0.817 0.860
1:30 0.704 0.748 0.792 0.770 0.806 0.856
2:00 0.665 0.713 0.761 0.747 0.805 0.855
2:30 0.626 0.676 0.732 0.735 0.799 0.855
3:00 0.587 0.645 0.706 0.728 0.798 0.856
3:30 0.550 0.625 0.687 0.726 0.799 0.857

Ïðèìåð ïîëó÷åííûõ ãðàôèêîâ:
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Ïðÿìûå êîîðäèíàòû

Km = 1.91 µM; Vm = 0.0151 µmol/min

26



0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

1 V
[
m
in

µ
m
o
l
]

1
S
[ 1
µM

]

Êîîðäèíàòû Ëàéíóèâåðà-Áåðêà

Km = 3.84e+05 µM; Vm = 431 µmol/min

Ê ñîæàëåíèþ, ïîëó÷åííûõ äàííûå îêàçàëèñü ñëèøêîì çàøóìëåííûìè, òîëüêî
3 òî÷êè ïðèøëîñü íà ¾ñïóñê¿ ãðàôèêà Ìèõàýëèñà-Ìåíòåí. Ïîýòîìó èçìåðåíèå Km
áûëî ïåðåäåëàíî.

9 Èçìåðåíèå Êì (17 ñåíòÿáðÿ)

9.1 Âû÷èñëåíèå ÷èñòîòû ñóáñòðàòà

×òîáû âû÷èñëåíèå êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà áûëî áîëåå òî÷íûì, ïðîâåëè ýêñïåðèìåíò
äëÿ âû÷èñëåíèÿ ÷èñòîòû ñóáñòðàòà. Äëÿ ýòîãî èçìåðèëè A ñðàçó ïîñëå äîáàâëåíèÿ
NADH, äî äîáàâëåíèÿ ñóáñòðàòà. Çíà÷åíèå A ñîñòàâèëî 0.805.

Êîëè÷åñòâî äîáàâëåííîãî ñóáñòðàòà: 10 µl, ðàçáàâëåíèå â 10 ðàç.
Çíà÷åíèå A ñòàëî ñíèæàòüñÿ, ïîñëå ÷åãî âûøëî íà ïëàòî íà óðîâíå 0.5.

∆D = 0.305

∆νNADH =
∆D · Vêþâåòû

6.22
= 0.098µmol

νS =
1

2
∆νNADH = 0.049µmol

1
2
â ôîðìóëå, òàê êàê íà îäíó èçðàñõîäîâàííóþ ìîëåêóëó ñóáñòðàòà ðàñõîäóåòñÿ

äâå ìîëåêóëû NADH.

CS â êþâåòå =
νS

Vêþâåòû
=

0.049

2
= 0.0245mM

CS = CS â êþâåòå ·N = 0.0245M · 200 · 10 = 49mM

÷èñòîòà =
49mM

75mM
= 0.65(65%)
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9.2 Ïîâòîðíîå èçìåðåíèå Km

Äåéñòâîâàëè ïî ïðåæíåé ñõåìå (ñì. 8), íî:

1. ñíà÷àëà ïðîâåëè èçìåðåíèÿ ïðè ñàìûõ áîëüøèõ è ñàìûõ íèçêèõ êîíöåíòðà-
öèÿõ ñóáñòðàòà, ïîñëå ÷åãî ïðèäåðæèâàëèñü áèíàðíîãî ïîèñêà. Ïî-âèäèìîìó,
áëàãîäàðÿ ýòîìó óäàëîñü èçáåæàòü äëèòåëüíîãî èçó÷åíèÿ òî÷åê íà ïëàòî;

2. ïîäîãðåëè áóôåð;

3. èñïîëüçîâàëè íàòðèåâóþ ñîëü ôðóêòîçîáèñôîñôàòà (M = 340 Da) (ñì 7.1.3).

9.2.1 Çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè ðåàêöèè îò êîíöåíòðàöèè ñóáñòðàòà

S [µM] V [delta D/min] V [µmol S/min] V [µmol NADH/min]
2437 0.062 0.00997 0.01994
1462 0.061 0.00980 0.01961
243.7 0.060 0.00964 0.01929
121.8 0.059 0.00948 0.01897
60.93 0.052 0.00836 0.01672
24.37 0.045 0.00723 0.01447
18.2 0.041 0.00659 0.01318
12.18 0.035 0.00562 0.01125
8.531 0.021 0.00337 0.00675
6.097 0.011 0.00177 0.00354
2.437 0.004 0.00064 0.00129
Çíà÷åíèå A òðåõ ïîñëåäíèõ òî÷åê ñëèøêîì íèçêîå, ÷òî óõóäøàåò ãðàôèêè:
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Km = 160 µM; Vm = 0.0452 µmol/min
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Km = 14.2 µM; Vm = 0.00959 µmol/min

Â êîîðäèíàòàõ Åäè-Õîôñòè ýòè òðè òî÷êè íàõîäÿòñÿ ïîä àïïðîêñèìèçèðóþùåé
ïðÿìîé. Åñëè âû÷åðêíóòü ýòè 3 òî÷êè, çàâèñèìîñòè ïîëó÷àþòñÿ çíà÷èòåëüíî ëó÷øå:
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Km = 9.44 µM; Vm = 0.00997 µmol/min
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9.3 Ðåçóëüòàòû

Êîîðäèíàòû Km, µM Vm, µmolS
min

Ïðÿìûå, V (S) 9.44 0.00997
Ëàéíóèâåðà-Áåðêà, 1

V
( 1
S

) 9.38 0.00996
Õýéíñà, S

V
(S) 10.2 0.00997

Åäè-Õîôñòè, V (V
S

) 9.4 0.00996
Ïî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, äëÿ ÷åëîâåêà [3] 52

9.4 Îáñóæäåíèå

Çíà÷åíèÿ Km, ïîëó÷åííûå â ðàçíûõ êîîðäèíàòàõ, õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ìåæäó ñîáîé è
íåñèëüíî îòëè÷àþòñÿ îò ëèòåðàòóðíûõ çíà÷åíèé (îòëè÷èå ìåíüøå, ÷åì íà ïîðÿäîê).
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10 Âûâîäû

Â äàííîé ðàáîòå áûëà ïðîâåäåíà î÷èñòêà è ÷àñòè÷íàÿ õàðàêòåðèñòèêà ôåðìåíòà
ôðóêòîçî-1,6-áèñôîñôàòàëüäîëàçû èç ìûøö êðîëèêà. Ñòóäåíòû îçíàêîìèëèñü ñ ìå-
òîäîì ýêñòðàêöèè, ôðàêöèîíèðîâàíèÿ è îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ôåðìåíòíîãî ðàñ-
òâîðà. Õàðàêòåðèñòèêó ôåðìåíòà îïðåäåëÿëè ïî êèíåòè÷åñêèì ïàðàìåòðàì: èçìåðå-
íèþ àêòèâíîñòè è îïðåäåëåíèåì êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà.
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