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Одним из путей регуляции активности мышечной гликогенфосфорплазы 
(КФ 2.4.1.1.) является энзиматическое взаимопревращение двух ее форм — 
фосфорилазы А, фосфорилированной формы, активной без адениловой кис­
лоты, с молекулярным весом 400 000 (*),  и фосфорилазы Б, нефосфорили- 
рованной формы, неактивной в. отсутствии АМФ *,  с молекулярным весом 
200 000 (‘). Превращение фосфорилазы А в фосфорилазу Б катализируется 
ферментом фосфатазой фосфорилазы А (КФ 3.1.3.17) и состоит в отщеп­
лении четырех фосфатных групп от молекулы фосфорилазы А. Обратная 
реакция превращения фосфорилазы Б в А катализируется ферментом ки­
назой фосфорилазы Б (КФ. 2.7.1.38) и требует добавки АТФ п ионов маг­
ния (2, 3). Фишер п сотрудники (4, 5), исследуя ферментативные переходы 
фосфорилаза А фосфорилаза Б, высказали гипотезу о промежуточном 
образовании так называемых «гибридных» форм фосфорилазы, т. е. моле­
кул, в которых часть мономеров фосфорилирована, а часть нет. Такие гиб­
риды должны по своим свойствам занимать промежуточное положение 
между полностью фосфорилированной формой — фосфорилазой А и пол­
ностью дефосфорилированной формой — фосфорилазой Б. По данным Фи­
шера (4, s), частично фосфорилированные формы фосфорилазы обладают 
большим сродством к субстрату Г-1-Ф, чем фосфорилаза Б, но мень­
шим, чем фосфорилаза А. Кроме того, эти формы угнетаются Г-6-Ф, тогда 
как фосфорилаза А к нему нечувствительна, и при высокой концентрации 
белка ассоциируют в тетрамер под действием Г-1-Ф и диссоциируют на ди­
меры в присутствии Г-6-Ф.

* Принятые сокращения: АМФ — аденозин-б'-монофосфат; Г-1-Ф — глюкозо-1-фос- 
фат; Г-6-Ф — глюкозо-6-фосфат.

В настоящей работе мы исследовали возможность образования гибрид­
ных форм фосфорилазы из смеси мономеров фосфорилазы А и Б.

Фосфорилазу Б выделяли из скелетных мышц кролика по методу Фи­
шера и Кребса (s) в модификации Лисовской (7). Фосфорилазу А получали 
из 4-кратпо перекристаллизованной фосфорилазы Б в присутствии очи­
щенного препарата киназы фосфорилазы Б, АТФ и ионов магния (8). Фос­
форилазу А перекристаллизовывали трижды из 0,02 М цистеина или 0,03 М 
меркаптоэтанола. Содержание белка определяли спектрофотометрически, 
используя АщХ= 13,1 (*,  9). Активность фосфорилазы определяли в на­
правлении синтеза гликогена по методу Иллингворс и Кори (10).

Глюкозо-1-фосфат, глюкозо-6-фосфат и 5'-АМФ получали от фирмы 
«Reanal» Венгрия, препараты были хроматографически чистыми. В работе 
использовали Na-fJ-глицерофосфат фирмы «Merck», ФРГ, меркаптоэтанол 
фирмы «Пика», Швейпарпя. Гликоген очищали от примеси нуклеотидов 
пропусканием через колонку с активированным углем (!1).

Перед проведением гибридизации кристаллы фосфорилазы Б и А отде­
ляли центрифугированием, затем растворяли в 0,04 М глицерофосфатом 
буфере pH 7,0 и ставили на диализ при 2е на 36 час. против того же буфера 
для полного удаления меркаптоэтанола. Фосфорилазу Б перед диализом 
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пропускали через колонку с активированным углем и целлюлозой для уда­
ления АМФ (’2). После описанной обработки смешивали растворы фосфо­
рилаз А и Б в пропорции 1 : 1, конечное содержание белка в смеси было 
6—7 мг/мл. Отбирали аликвот смеси (исходная смесь фосфорилаз А и Б), 
добавляли к нему меркаптоэтанол до концентрации 0,03 М и хранили при 
2—4°, стальную смесь подвергали дальнейшей обработке: к 3 мл смеси до­
бавляли 1 мл раствора, содержащего 130 цмол. глицерофосфата, 540 цмол.

Рис. 1. Влияние Г-1-Ф (75 мМ, сред­
ний ряд) и Г-6-Ф (2 мЛ/, нижний ряд' 
па седиментацию исходной смеси 
фосфорилаз А и Б (левая колонка) и 
той ;ке смеси после реассоциация 
(правая колонка). Верхний ряд — 
контроль. Температура 20°, время 
40 мин. после достижения максималь­
ной скорости 52 640 об/мин., угол на­
клона границы фазовой пластинки 
65°, седиментация слева направо, кон­
центрация белка 5—7 мг/мл, буфер 

глицерофосфатныи 0,04 .’/. pH 7

KG1 п 5 цмол. ге-хлормеркурпбензоата п оставляли на 3 часа при 20° для 
полной диссоциации фосфорилаз А и Б на мономеры (13). Контроль в 
ультрацентрифуге показал практически полный переход димеров фосфо­
рилазы Б и тетрамеров фосфорилазы А в форму мономеров с s = 5,6 S. 
Реассоциацию и гибридизацию проводили следующим образом: к смеси 
после диссоциации добавляли меркаптоэтанол до концентрации 0,05 М 
п подвергали раствор повторному заморажпвапию и оттаиванию, затем 
ставили на ночь на диализ при 4° против 0,04 М глпцерофосфатного бу­
фера с 0,03 М меркаптоэтанолом, pH 7.

Анализ смеси фосфорилаз после гибридизации в ультрацентрифуге 
выявил наличие двух компонентов с 5=8,6 8 п 5 = 13,2 S, причем доля 
тяжелого компонента оказывалась слегка увеличенной по сравнению с ис­
ходной смесью (рис. 1, верхний ряд). Поведение в ультрацентрифуге ис­
ходной смеси фосфорилаз А и Б и той же смеси после гибридизации, в 
присутствии Г-1-Ф или Г-6-Ф, заметно различается. Когда Г-1-Ф пли 
Г-6-Ф добавляется к исходной смеси фосфорилаз, наблюдается лишь сла­
бый сдвиг равновесия димер тетрамер в пользу тетрамера пли димера 
соответственно (рис. 1, левая колонка). Этот незначительный сдвиг рав­
новесия в смеси фосфорилаз в присутствии фосфорных эфиров, по-видп- 
мому, обеспечивается образованием при добавлении Г-1-Ф гибридных тет­
рамеров из димеров фосфорилазы А и Б (а2б2*)  а пх расщеплением при 
добавлении Г-6-Ф С), поскольку каждая из фосфорилаз в отдельности не, 
меняет степени ассоциации в присутствии глюкозо-фосфатов. Эти сдвиги 
равновесия димер = тетрамер значительно сильнее выражены в смеси 
после реассоциации (рис. 1, правая колонка), что одпозначпо свидетельст­
вует в пользу образования при реассоциации гибридных димерных форм 
из фосфорилированных и нефосфорллированных мономеров (аб). По дан­
ным Фишера (*),  такие формы легче, чем исходные фосфорилазы, ассо­
циируют в тетрамеры в присутствии Г-1-Ф ((аб) (аб)а>; (аб)б2) и дис­
социируют па димеры в присутствии Г-6-Ф.

* Буквами а и б обозначены мономеры фосфорилазы А и Б соответственно, циф­
ровыми индексами — число мономеров каждой формы фосфорилазы в димере или 
тетрамере.

Проведенный нами сравнительный анализ активности исходной и реас­
социированной смеси фосфорилаз в присутствии разных концентраций 
Г-1-Ф п при добавлении Г-6-Ф также подтвердил образование гибридных 
форм при реассоциации. Была обнаружена четко выраженная активация
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смеси фосфорилаз после реассоциации высокими концентрациями субст­
рата Г-1-Ф. На рис. 2 приведены кривые зависимости начальной скорости 
от концентрации Г-1-Ф для исходной смеси и для той же смеси после 
реассоциации. Для исходной смеси фосфорилаз (рис. 2, 2) Fmax 7,0 цмол. 
Ря в минуту на 1 мг белка достигается уже при концентрации Г-1-Ф 
30 м.Р *.  Ход кривой зависимости скорости от концентрации Г-1-Ф для 
реассоциированной смеси фосфорилаз (рис. 2, 2) существенным образом 
отличается от такового для исходной смеси. Величина Fmax для рсассоции-

* Поскольку в реакционной среде отсутствовал АМФ, активность фосфорила­
зы Б не выявлялась; следовательно, активность исходной смеси — это активность толь­
ко фосфорилазы А.

Рис. 2 Рис. 3
Рис. 2. Зависимость скорости ферментативной реакции от концентрации суб­
страта Г-1-Ф для исходной (7) и реассоциированной (2) смеси фосфорилаз А и 
Б. 0,04 М глшдерофосфатцый буфер pH 6,8; гликоген 1%, без АМФ; концентра­

ция белка в пробе 25 цг/мл
Рис. 3. Угнетение исходной (7) и реассоциированной (2) смеси фосфорилаз А 
и Б глюкозо-6-фосфатом. Условия опыта те же. что и на рис. 2; концентрация 

Г-1-Ф в пробах 0,075 М

рованной смеси — 11,5, т. е. в 1,7 раза выше величины Vmax для исходной 
смеси. Кроме того, насыщение субстратом для реассоциированной смеси 
наступает при более высокой концентрации Г-1-Ф, чем для исходной сме­
си. Таким образом, в реассоциированной смеси мы наблюдаем эффект ак­
тивации высокими концентрациями субстрата, что указывает на наличие 
в этой смеси гибридных форм, состоящих из фосфорилированного и не- 
фосфорилированного мономера (аб). Такие формы, согласно Фишеру (4), 
обладают меньшим сродством к Г-1-Ф, чем фосфорилаза А, но большим, 
чем фосфорилаза Б, поэтому проявляют активность в отсутствие АМФ при 
высоких концентрациях субстрата.

Поскольку фосфорилаза А нечувствительна к Г-6-Ф, а фосфорилаза Б 
без АМФ вообще не проявляет активности, не удивительно, что исходная 
смесь не ингибируется Г-6-Ф (рис. 3, I). Активность же реассоциирован­
ной смеси, измеренная при высокой концентрации Г-1-Ф (0,075 М), су­
щественно угнетается Г-6-Ф (рис. 3, 2). Это, по-видимому, является след­
ствием образования при реассоциации гибридных форм, которые, в от­
личие от фосфорилазы А, чувствительны к действию Г-6-Ф (4).

Пока еще неясно, могут ли частично фосфорилированные гибридные 
формы образовываться в физиологических условиях. Это представляется 
вполне реальным, если in vivo реакции взаимопревращения фосфорилаз 
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протекают не по принципу «все пли ничего», а путем постепенного фос­
форилирования или дефосфорилирования субъединиц фосфорилазы (2, '*),  
а также если фосфорилазы в клетке в определенных условиях диссоции­
руют до мономеров (например, при низкой концентрации белка и темпе­
ратуре 37°). Во всяком случае, существование неполностью фосфорилиро­
ванных форм фосфорилазы, весьма чутко реагирующих на изменение кон­
центрации фосфорных эфиров Г-1-Ф л Г-6-Ф, и, возможно, занимающих 
промежуточное положение между фосфорилазой А и фосфорилазой Б по 
аллостерическим свойствам, создавало бы дополнительные возможности 
регуляции активности этого ключевого фермента углеводного обмена.

Выражаем искреннюю благодарность М. Н. Любимовой-Энгельгардт 
за постоянный интерес к работе и пенное обсуждение.
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