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ВЛИЯНИЕ МАГНИЯ И МАРГАНЦА НА АКТИВНОСТЬ 
ГЛЮТАМИНСИНТЕТАЗЫ ИЗ СЕМЯН ГОРОХА

Глютаминсинтетаза (ГС) (Н.Ф. 6.З.1.2.) — один из ключевых фер­
ментов азотного обмена растений, микроорганизмов и животных — ката­
лизирует синтез глютамина из глютаминовой кислоты и аммония в при­
сутствии АТФ и ионов Ме2+:

Ме»+
L-глютамат + NH4+ + АТФ ^L-глютамин + АДФ + ФнеоРг. (1)

В работах и других исследователей было изучено влияние ионов
Ме2+ на активность ГС животного, растительного и бактериального про­
исхождения. Из этих работ можно сделать вывод о том, что ионы метал­
лов необходимы как для образования активной конформации фермента, так 
и для участия непосредственно в каталитическом процессе в виде комп­
лекса металла с АТФ. В недавно вышедших работах Гинзбург (“, 12) бы­
ло показано, что присоединение Mg2+ и Мп2+ к ГС из Е. coli происходит в 
течение определенного промежутка времени, причем на ферменте можно- 
выделить два вида центров для связывания как Mg2+, так и Мп2+, кото­
рые различаются по степени сродства к данному катиону металла. Для 
ГС из семян гороха было установлено (9), что Мп2+ имеет значительно бо­
лее высокое сродство к ферменту, чем Mg2+; в то же время ГС гороха в 
присутствии Mg2+ в 3 раза активнее, чем с Мп2+. Кроме того, было пока­
зано, что активирование ионами Mg2+ и Мп2+ зависит от соотношения 
концентраций катиона металла и АТФ, а именно: для Ми2+ и АТФ опти­
мальным является соотношение их концентраций 1:1, для Mg2+ и 
АТФ 5 : 1.

Активность ГС гороха ингибируется при добавлении Мп2+ в опытную 
смесь, содержащую Mg2+, причем это ингибирование происходит не за 
счет уменьшения концентрации комплекса Mg2+ — АТФ (9).

Аналогичный эффект наблюдается и при добавлении Mg2+ в смесь, оп­
тимальную для проявления активности с Мп2+.

Совокупность приведенных выше данных о характере активирующего- 
действия Mg2+ и Мп2+ свидетельствует в пользу существования двух кон­
формаций ГС — одна конформация существует и активна в присутствии 
Mg2+, другая — Мп2+.

Поскольку клетка, как правило, содержит как Mg2+, так и Мп2+, изу­
чение активирования ГС при одновременном присутствии Mg2+ и Мп2+ в 
опытной смеси представляет определенный интерес.

Данная работа посвящена исследованию влияния Mg2+ и Мп2+ при од­
новременном их присутствии в опытной смеси на активность ГС из се­
мян гороха. Были использованы различные количественные соотношения 
Mg2+ и Мп2+ и определены для них соответствующие оптимумы pH.

Определение активности ГС проводили по образованию ортофосфата 
(13), выделяющегося в эквимолярных количествах с глютамином в реак­
ции (1). В качестве ферментного препарата использовали очищенный в 
750 раз препарат фермента из семян гороха с удельной активностью- 
400 цмол ортофосфата на 1 мг белка за 15 мин. 1 мл ферментного пре­
парата содержал в среднем 0,05 мг белка.
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Инкубационная смесь для определения активности ГС в присутствии 
Mg2+ состояла из: 0,125 М трис-HCl буфера; 0,0625 М моноглютамата Na; 
0,0625 М NH4C1; 0,00625 М АТФ; 0,030 М MgSO4, ферментного препарата 
в количестве, необходимом для образования 0,04—0,8 цмол фосфата в 
пробе объемом 1,6 мл за 15 мин. инкубации при 37°; pH инкубационной 
смеси 7,2.

Инкубационная смесь для определения активности энзима в присутст­
вии Мп2+ состояла из: 0,125 М трис-HCl буфера; 0,0625 М моноглютамата 
Na; 0,0625 М NH4C1; 0,0016 М АТФ; 0,0016 М MnS04; ферментного препа-

Рис. 1. Влияние Мп2+ (а) и Mg2+ (б) на активность ГС 
гороха

рата в количестве, необходимом для образования 0,04—0,8 цмол фосфа­
та в пробе объемом 1,6 мл за 15 мин. инкубации при 37°; pH инкубацион­
ной смеси 5,5.

В работе были использованы следующие реактивы: L-моноглютамат Na 
фирмы «Адзиномото», АТФ — натриевая соль, этилендиаминтетрауксус- 
ная кислота динатриевая соль (ЭДТА) фирмы «Reanal»; MnSO4 • 4Н2О, 
(NH4)6Mo7O24,4H2O фирмы «Laborchemie Apolda».

На рис. la представлена кривая зависимости ГС от концентрации 
Мп2+, добавленного в инкубационную смесь, оптимальную для проявле­
ния активности с Mg2+, т. е. содержащую 30 мЛ/ Mg2+. Как видно из ри­
сунка, Мп2+ в концентрации 0,03 мЛГ вызывает активирование фермента. 
Однако при концентрации Мп2+ выше 0,03 мЛГ, происходит резкое падение 
активности ГС до 25% от исходной, после чего при дальнейшем повыше­
нии концентрации Мп2+ активность уменьшается значительно медленнее.

На рис. 16 представлена кривая зависимости активности ГС от кон­
центрации Mg2+, добавленного в инкубационную смесь, оптимальную для 
проявления активности с Мп2+, т. е. содержащую 1,6 м47 Мп2+. Как видно 
из рисунка, Mg2+ при его концентрации до 1 мЛ/ вызывает увеличение ак­
тивности фермента, однако дальнейшее увеличение концентрации этого 
катиона в инкубационной смеси вызывает падение активности ГС и при 
концентрации Mg2+ 100 тлМ активность энзима равна 0.

Из сравнения данных, представленных на рис. la, б, можно видеть, что 
активность ГС в присутствии Mg2+ примерно в три раза выше, чем в при­
сутствии Мп2+. Добавление незначительных количеств другого катиона в 
обоих случаях приводит к некоторому возрастанию активности, но даль­
нейшее увеличение концентрации добавляемого катиона вызывает инги­
бирование фермента.

Можно думать, что ингибирование, наблюдаемое при добавлении Мп2+ 
в опытную смесь, содержащую Mg2+, обусловлено изменением конформа­
ции ГС, в то время как ингибирование, наблюдаемое при добавлении 
Mg2+ в смесь с Мп2+, связано и с изменением конформации энзима, и с на­
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рушением соотношения концентраций Ме2+ и АТФ за счет конкуренции 
между Mg2+ и Мп2+ за связывание АТФ. Эти предположения основаны 
на том, что количества добавляемого Мп2+ (рис. 1) значительно меньше, 
чем количества присутствующего Mg2+, и Мп2+ практически не может 
влиять на соотношение концентраций Mg2+ и АТФ. При добавлении же 
Mg2+ в смесь, оптимальную для проявления активности ГС с Мн2+, умень­
шение активности происходит при концентрациях Mg2+ много больших,

Рис. 2. pH-кривые для смеси, оптимальной для проявления активности 
с Mg2+, содержащей добавки Mn2+. 1 — [Mg2+] = 30 мМ; [Мп2+] =
= 0,03 мЛ/; [АТФ] = 6,25 мМ; 2 - 30; 0,125; 6,25; 3 - 30; 0,625; 6,25; 4 ~ 

30; 0; 6,25; 5-0; 1,6; 1,6
Рис. 3. pH-кривые для смеси, оптимальной для проявления активности с 
Мп2+, содержащей добавки Mg2+. 1 — [Мп2+]; = 1,6 м.1/; [Mg2+] = 0 мМ; 
[АТФ] = 1,6 мМ; 2 — 1,6; 1,6; 1,6; 3 — 1,6; 18,75; 1,6; 4 — 1,6; 62,5; 1,6; 5 — 

0; 30; 6,25

чем концентрация Мп2+, что заставляет учитывать возможное падение ак­
тивности энзима из-за уменьшения концентрации комплекса 
Мп2+ - АТФ.

Из данных, приведенных на рпс. 2 и 3, можно видеть, что при одновре­
менном присутствии в опытной смеси Mg2+ и Мп2* происходит не только 
изменение активности ГС по сравнению с активностью в смеси с одним 
катионом, отмеченное выше, но и смещение оптимумов pH в область бо­
лее физиологических значений этого показателя. Так, оптимум pH для 
ГС, активируемой Mg2+, при добавлении Мп2+ сдвигается из слабощелоч­
ной области в слабокислую, а для ГС, активируемой Мп2+, при добавлении 
Mg2+ наблюдается изменение оптимума pH в обратном направлении. Про­
веденные нами определения содержания Mg и Мп в семенах гороха мето­
дом эмиссионного спектрального анализа * показали, что количество Mg 
примерно в 150 раз выше, чем количество Мп, что в какой-то мере корре­
лирует с соотношением концентраций этих катионов, используемых нами 
в опытах.

* Анализ сделан на кафедре биохимии и зерноведения Московского технологиче­
ского института пищевой промышленности В. Киреевым.

Как известно, Mg2+ и Мп2+ могут взаимозаменять друг друга в качест­
ве кофакторов ряда ферментов. Наши данные показывают, что одновре­
менное присутствие в опытной смеси обоих кофакторов Mg2+ и Мп2+ мо­
жет оказывать и активирующее, и ингибирующее действие на ГС из се­
мян гороха, что, безусловно, имеет значение для внутриклеточной регу­
ляции активности ГС. Характер действия зависит от соотношения кон­
центраций катионов этих металлов. Интересно отметить, что увеличение 
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активности ГС в смеси с двумя катионами по сравнению со смесью с од­
ним происходит при постоянной концентрации АТФ. В условиях активи­
рующего действия двух кофакторов оптимумы pH для Mg2+-CMecH и для 
Мп2+-смеси сдвинуты в область более физиологических значений pH.
Институт биохимии им. А. Н. Баха Поступило
Академии наук СССР 7 V 1973
Московский технологический институт 
пищевой промышленности
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