
Доклады Академии II а у к СССР 
1953. Том ХСШ, № 1

БИОХИМИЯ

М. А. ПРЕСНОВ

ГЛИЦЕРОФОСФАТАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ ЯДЕРНОГО 
НУКЛЕОПРОТЕИДА

(Представлено академиком А. И. Опариным 3 IX 1953}

Несмотря на большое число работ, посвященных нуклеопротеидам, и 
на значительное число исследователей, работающих в данной области, 
никто не смотрел на эти белки как на ферменты. Между тем, для такого 
взгляда есть основания. Об этом позволяют думать работы В. А. Энгель­
гардта и его представления о том, что «живой белок плазмы — это преж­
де всего белок каталитически активный, белок со свойствами фермен­
та» ('). А. И. Опарин также указывает, что «ферменты, повидимому, 
составляют основную массу протоплазматических белков» и что «фермен­
тативной активностью обладает большинство протеинов и протеидов 
живого тела» (2). Основываясь на этих положениях отечественной био­
химии, можно предположить, что нуклеопротеиды, как дезокси-, так и 
рибо-, составляющие существенную, если не основную массу клетки, 
обладают энзиматической активностью. Далее, нуклеопротеиды по своему 
строению обнаруживают большое сходство с двухкомпонентными фермен­
тами: нуклеиновая кислота, входящая в состав нуклеопротеидов, является 
как бы простетической группой фермента. Известно, что многие двух­
компонентные ферменты содержат в качестве простетических групп раз­
личные нуклеиновые кислоты (нуклеотиды). Такое строение нуклеопро­
теидов значительно отличает их от простых белков (альбуминов, глобу­
линов и др.). Наконец, о наличии ферментативной активности у нуклео­
протеидов позволяют думать результаты работ Н. В. Ельциной (3) и 
И. Н. Иванова, Б. С. Касавиной и С. И. Пехтеревой (4), так как струк­
турный белок, с которым они работали, содержит дезокси- и рибонуклео­
протеиды (5,6). Более того, учитывая исключительно важную и много­
стороннюю роль нуклеопротеидов в разнообразных проявлениях физио­
логической функции клетки и живого вещества (7), представляется 
возможным предполагать наличие у них целого ряда активностей, т. е. 
рассматривать нуклеопротеид, ядерный и цитоплазматический, как «поли­
валентный в каталитическом отношении белок» (’)• Изучая гистохимиче­
ски фосфатазы животных тканей, мы сделали несколько наблюдений, 
позволяющих предполагать существование у ядерного нуклеопротеида 
глицерофосфатазной активности. Данная работа и была предпринята для 
ее доказательства биохимическим методом.

Методика

Ядерный нуклеопротеид получался в нативном виде из вилочковой 
железы телят по методу Мирского и Поллистера (8), но промывка ткане­
вой кашицы производилась дважды раствором с цитратом натрия 
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(0,13 M NaCl и 0,01 М цитрат натрия) для устранения цитоплазматиче­
ских материалов и деполимеразной активности и затем дважды нейтра­
лизованным физиологическим раствором NaCl. Водный раствор нуклео­
протеида получался путем диализа солевого раствора в целлофановом 
мешочке против нейтрализованной дестиллированной воды при постоян­
ном помешивании ее электромешалкой. Вся препаративная работа велась 
в холодной комнате при 0° *.  Глицерофосфатазная активность нуклеопро- 

* Препаративное получение ядерного нуклеопротеида производилось в отделе- 
биохимии Института экспериментальной медицины АМН СССР.

теида определялась сле­
дующим образом: 3 мл
солевого раствора влива­
лось в 18 мл охлажденной 
дестиллированной воды; 
образовавшиеся нити от- 
центрифугировывались, от­
стой сливался, а к нитям 
добавлялось 10 мл щелоч­
ной или кислой субстрат­
ной среды. В случае вод­
ного раствора 10 мл сре­
ды добавлялось прямо к 
3 мл нуклеопротеида. Со­
став щелочной среды 
(pH 9,4): 0,5 г мединала, 

0,5 г глицерофосфата на­
трия, 100,0 мл дестилли­
рованной воды и 2,0 мл 
2% раствора кристалли­
ческого сернокислого маг­
ния. Состав кислой среды: 
0,5 г глицерофосфата нат­
рия и 100,0 мл 0,2 М аце­
татного буфера (pH 5,0). 
Инкубация производилась 
в водяной бане при 37° 
в течение 1—17 час. Пре­
кращение ферментативной 
реакции осуществлялось

Щелочная глицерофосфатаз ная 
активность ядерного нуклеопротеида

Таблица 1

Нуклеопротеид

К-во освобож­
денного неорга- 
нич. фосфора в 
рт за 1 час ин­
кубации при 

37°

на 1 мг 
cvxoro 
белка

на 1 мг 
азота 
бе лк а

Без осаждения (маточный экстракт) 10,1 60,0
После 1 осаждения........................... 8,7 52,5

„ 2 осаждений...........................3,6 23,0
3 , ........................... 6,4 38,0
5 . ........................... 7,0 41,0

7 . ...........................9,0 56,6
9 , ........................... 10,5 65,0

„ 11 , ...........................15,0 90,0
Водный раствор, полученный путем 

диализа солевого раствора нуклео­
протеида, трижды осажденного . 5,1 30,0

Осажденный 2 раза, затем диализо­
ванный до растворения, высолен­
ный из раствора в виде мелких 
хлопьев добавлением NaCl до 
концентрации физиологического 
раствора, вновь растворенный 
в 1 М NaCl и снова осажденный 
в дестиллир. воде ....................... 7,0 42,7

добавлением 20% СС13СООН из расчета, чтобы конечная концентрация
ее в растворе была 5%. После фильтрования фосфор определялся по 
Фиске — Суббароу. Активность рассчитывалась по нарастанию неорга­
нического фосфора и пересчитывалась на 1 мг сухого белка и на 1 мг 
азота. Для определения веса сухого белка в различных пробах нуклео­
протеида последний осаждался 10% СС13СООН, промывался 96° спир­
том, эфиром и абсолютным эфиром. Азот высушенного нуклеопротеида 
определялся по методу Кьельдаля.

Результаты

Полученные данные суммированы в табл. 1 и 2. Они свидетельствуют 
о наличии глицерофосфатазной активности у ядерного нуклеопротеида. 
Эта активность после 1—2 осаждений падает, а затем по мере очистки- 
препарата активность его неуклонно возрастает. Снижение глицерофос­
фатазной активности нуклеопротеида после первых осаждений объяс­
няется, вероятно, отмыванием водорастворимого фермента. Несомненно,.
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что, несмотря на 4-кратное измельчение * ткани с промыванием кашицы 
в физиологическом растворе хлористого натрия, в этой кашице сохра­
няется определенное количество водорастворимых фосфатаз. При экс­
тракции последние переходят в маточный раствор нуклеопротеида, тем 
более, что почти вся полученная после измельчения и промывки тканевая 
кашица растворяется в 1 М NaCl. При первых же переосаждениях нук­
леопротеида эти фосфатазы, хорошо растворимые в воде, отмываются,
что и обусловливает снижение глицерофосфатазной активности. При 
дальнейшей очистке препарата эта активность неуклонно возрастает 
в результате, повидимому, удаления ферментативно неактивных белков.

Как видно из таблиц,
фосфатазную активность 
невозможно отделить от 
белка с помощью много- 
численых переосаждений 
(до 11 раз). Она не исче­
зает и после 3-суточного 
диализа солевого раство­
ра нуклеопротеида против 
нейтрализованной дестил- 
лированной воды (опыты с 
водным раствором нуклео­
протеида). Нуклеопроте­
ид сохраняет глицерофос- 
фатазную активность так­
же при обратном перево­
де его из водного раствора 
в солевой. Все эти факты 
позволяют нам говорить 
о глицерофосфатазной ак­
тивности самого ядерного 
нуклеопротеида. Этот вы­
вод подтверждается кон­
трольными опытами. Не 
происходит никакого на­
растания неорганического

Таблица 2
Кислая глицерофосфатазная актив­

ность ядерного нуклеопротеида

Нуклеопротеид

К-во освобож­
денного неорга- 
нич. фосфора в 
(лг за 17 час. 
инкубации при 

37°

на 1мг на 1 мг
сухого азота
белка белка

Без осаждения (маточный экстракт)
После 2 осаждений...........................

Осажденный 2 раза, затем диали­
зованный до растворения, высо­
ленный из раствора добавлением 
NaCl до концентрации физиоло­
гического раствора, вновь рас­
творенный в 1 М NaCl и снова 
осажденный в дестиллир. воде . .

20,0 
4,0 
4,7 
7,2 
8,2

10,6

8,1

115,6
25,3 
29,0 
44,0 
50,7
63,7

50,1

фосфора в растворе, лишенном глицерофосфата, при инкубации одного
нуклеопротеида с магнием или без него. Таким образом, возможное
подозрение, что в нарастании неорганического фосфора принимают 
участие гидролитически освобожденные фосфорные группы самого нук­
леопротеида, отпадает. Нагревание нуклеопротеида при 70° в течение 
15 мин. полностью лишает его свойства дефосфорилировать глицерофос­
фат натрия. Этот контроль показывает также отсутствие простого гид­
ролиза глицерофосфата натрия при инкубации. Фтористый натрий в 
концентрации 0,01 М уничтожает всю активность нуклеопротеида в кис­
лой среде. Освобождения неорганического фосфора не происходит в 
пробах, находящихся на холоду (во льду, в рефрижераторе).

О существовании у ядерного нуклеопротеида глицерофосфатазной
активности свидетельствует также обнаруженная спонтанная денатура­
ция его, выражающаяся в снижении этой активности при хранении 
растворов нуклеопротеида в рефрижераторе в течение более или менее 
длительного времени (до 1 мес.).

Следует отметить, что фосфатазная активность ядерного нуклеопро­
теида в кислой среде в 17—20 раз меньше, чем в щелочной, вследствие 
чего пробы с кислой субстратной средой необходимо было инкубировать 
17 час. вместо 1 часа в случае щелочных проб.

* Измельчение ткани производилось в аппарате Веринг — Блендера.
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Считаю приятным долгом выразить глубокую благодарность моему 
руководителю проф. Л. Ф. Ларионову за ценные указания, которые при­
вели к постановке данной работы.
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