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ИЗ ХРЕНА

В работах по изучению связи гемина с белками (1_4) показано, что 
в ряде гемсодержащих белков существует равновесие между нативным 
белком, с одной стороны, и смесью гемина с апоферментом, с другой. При 
нейтральных pH это равновесие практически полностью смещено в сто­
рону образования комплекса. Известны величины констант диссоциации 
Ад для гемоглобина, метмиоглобмина и цитохрома В2, равные при ней­
тральных pH 10“13, 4,5-10-12, 4,5 -10~12 М, соответственно (2~4). Однако 
зависимость Ад от pH до сих пор не исследована, хотя она может дать 
полезную информацию о природе групп, участвующих в связывании ге­
мина с белком.

Целью настоящей работы было нахождение Ад для пероксидазы из 
хрена (П.х), которая не была определена ранее. Мы также изучили влия­
ние pH, состава раствора, природы субстратов на величину Кд. Следовало 
ожидать, что как и в случае других гемсодержащих белков для П.х вели­
чина Ад должна быть меньше чем 10-8 М. Подобные величины не могут 
быть определены с помощью спектрофотометрических методов, поэтому 
мы использовали метод, основанный на измерении активности пероксида­
зы в широком диапазоне концентраций фермента (5-10~12—10~8 М). Мы 
нашли, что в этом интервале концентраций активность П.х. не прямо про­
порциональна концентрации введенного в раствор фермента [П.х.]о, а за­
висимость активности его от [П.х.]0 описывается вогнутой кривой. Полу­
ченные экспериментально зависимости активности от [П.х.Ц были обра­
ботаны следующим образом. Диссоциация нативной П.х. на гемин и 
апо-П.х. описывается равновесием:

П.х. = апо-П.х.+Г. (1)
Общая концентрация П.х. в растворе является суммой:

[П.х.]о=[П.х.] + [апо-П.х.]. (2)

Пероксидазной активностью обладает только нативный фермент, актив­
ностью же несвязанного гемина можно практически пренебречь:

р0=р[П.х.]. (3)

Совместное решение уравнений (1) —(3) приводит к выражению, 
удобному для определения Ад:

[П.х.]0/ц0=1/р+УА7р. 1ЛЧ. , (4)

В работе использовали препарат пероксидазы фирмы Кох-Лайт, сво­
бодный от солей, лиофилизованный, О4оз/^278=3,00. Запасные растворы 
фермента готовили в растворе 0,1 М KNO3, который в одних случаях со­
держал, а в других — не содержал 0,01 N фосфатный буфер, pH 7,00. Кон­
центрацию П.х. определяли по поглощению ферропиридинхромогена (7). 
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Растворы свежевозогнанного о-дианизидина (о-д-н) готовили по навеске 
в смеси спирт —вода (1:1). Растворы пирогаллола, очищенного возгонкой 
в токе химически чистого аргона, также готовили по навеске в 10_3 М 
НС1. 76—80%-ю Н2О2, о.с.ч., разбавляли до нужной концентрации, которую 
определяли спектрофотометрически (8). Буферные растворы готовили 
в 0,1 М KNO3, причем ионная сила буфера составляла 0,01. pH измеряли 
на pH-метре фирмы «Радиометр» с точностью 0,01 ед. pH. Использовали 
только дважды перегнанную воду.

Приготовляли 10—15 растворов П.х. разбавлением исходного концент­
рированного раствора фермента 0,1 М раствором KNO3, содержащим либо 
не содержащим 0,01 N фосфатный буфер, pH 7,0. Концентрация фермента 
в запасных растворах составляла 10-10—2 • 10-7 М. При определении актив­
ности этих растворов П.х. в кварцевую кювету (Z=l см) вносили 2 мл 
соответствующего буферного раствора и 0,1 мл раствора П.х., смесь ин­
кубировали в термостатированной ячейке спектрофотометра в течение 
10 мин., затем добавляли 0,1 мл раствора субстрата и 0,1 мл раствора 
Н2О2 и после быстрого перемешивания регистрировали образование про­
дукта реакции по увеличению оптической плотности растворов при 
430 мц в случае пирогаллола и при 460 мц в случае о-дианизидина на 
спектрофотометре SP-1800 фирмы Пай Уникам. Отклонение от линейной 
зависимости между концентрацией П.х. и ее активностью, особенно замет­
ное при малых концентрациях П.х., могло быть также следствием сорбции 
фермента из раствора на стенках реакционного сосуда. Специальными 
опытами мы показали, что активность П.х. не зависит от величины отно­
шения поверхности реакционного сосуда к его объему. Следовательно, 
сорбцпя фермента на стенках реакционного сосуда не является причиной 
наблюдавшихся на опыте отклонений от линейной зависимости между 
активностью п конпептраппей П.х.

Мы определилп значение Кя прп pH 7,0 и исследовали влияние при­
роды и концентрации субстратов на величину Кя. Результаты, приведен­
ные в табл. 1, показывают, что данные факторы практически не влияют 
на рА"д.

Величина Кя, однако, существенно зависит от состава раствора, в ко­
тором приготовлен фермент. Если растворы П.х. готовили в 0,1 М KNO3, 
содержащем 0,01 N фосфатный буфер, то при pH 7,00 величина Кя ока­
залась равной 3-10-12 М, причем активность фермента не изменялась 
в течение длительного времени при хранении растворов фермента при 4° 
(более 1 мес.). Если же запасные растворы П.х. готовили в 0,1 М KNO3, 
не содержащем фосфатного буфера, то величина Кя повышалась примерно 
на два порядка. Прп длительном хранении таких растворов П.х. наблю­
дали некоторую инактивацию фермента (на ~40% за 16 дней при 4°). 
Следовательно, присутствие фосфат-ионов стабилизирует П.х. и умень­
шает ее константу диссоциации Кя.

Были определены величины Кя при различных значениях pH (табл. 2). 
Во всем изученном диапазоне pH (3,5—11,8) при 25° в ходе опытов не 
наблюдалась инактивации фермента. При рН<3,5 точное измерение Кя

Таблица 1

[П.х.]о-10‘“, М [Н2О2],М [о-д-н],М [Пирогаллол], М ряд

0,05-И,2 2,65-10-5 2,53-10~4 11,4±0,4
0,05-11,2 2,92-10-4 2,53-10-4 — 11,5+0,4
0,05—11,2 3,21 ■ 10-3 2,53-10—4 — 11,2 ±0,4
0,10-9,7 2,65-10~5 3,61 -10-4 — 12,0±0,4
0,13-9,7 2,65-1О-5 3,28-Ю"5 — 11,5+0,4
0,07-6,6 ' 2,92 -10-4 — 2,65-Ю-3 11,1 + 0,4
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оказалось невозможным, так как в этих условиях наблюдается заметная 
инактивация пероксидазы. Зависимость р7(д от pH показана на рис. 1. 
Видно, что в интервале pH 6—8,5 величина р7£д практически постоянна. 
При меньших значениях pH наблюдается небольшое понижение р7(д (нак­
лон ~0,2). При рН>8,5 величи­
на рХд заметно понижается, 
причем в области pH 10,5—11,8 
наклон полученной кривой бли­
зок к 1.

Полученные результаты поз­
воляют сделать ряд предполо­
жений о природе групп белка, 
участвующих в образовании 
комплекса апо-П.х. с гемином. 
Как видно из рис. 1, в щелоч­
ной области при pH 9—11 прояв­
ляется одна основная группа 
с рК 9,5—9,7. Естественно пред­
положить, что эта группа обра­
зует в протонированном состоя­
нии связь с одной из депрото- 
нированных карбоксильных 
групп гемина. Такой группой 
может быть, например, е-амино- 

Рис. 1. Зависимость рАд от pH для пероксида­
зы из хрена. Условия: а — П.х. растворена в 
0,1 М KNO3, [П.х.] = (1,2-80)-10-10 М [о-ди- 
анизидин]=4,3-10-5 М, [Н2О2] =1,15-10-4 М 
б — П.х. растворена в 0,1 М KNO3, содержа­
щем 0,01 N фосфат, pH 7,0 [П.х.] = (0,06— 
367,3)-10-10 М, [о-дианизидин] =6,2-10_6 37, 

[Н2О2]=1,15Ю-4 М
группа лизина, что согласуется
с предположениями Маэли (9). рХ второй основной группы не прояв­
ляется до pH 11,8. При более высоком значении pH могла бы проявиться 
только гуанидиновая группа аргинина (рАГ~12,5), которая по-видимому, 
связывается со вторым пропионовокислым остатком гемина. Зависимость 
р£д от pH в области рН<6,0 свидетельствует о том, что в данной области 
pH проявляется некая группа, протонирование которой лишь несколько 
уменьшает р^д. Весьма вероятно, это именно та группа белка, которая 
образует координационную связь с атомом железа гемина. По мнению 
ряда авторов (10, “) такой может быть имидазольная группа гистидина.

Таблица 2

П.х. растворена в 0,1 М KNO3, содержащем
0,01 N фосфатный буфер, pH 7,00 П.х. растворена в 0,1 М KNO3

буфер pH Кд.10« буфер Xрн ' Кд-10»

Ацетат 3,50 10,7+9,8 Ацетат 3,68 22,2±9,8
6,00 8,0 ±6,5 4,00 10,8+4,9

4,61 5,3+0,5
Цитрат-фосфат 6,00 1,5 + 1,2 5,00 7,1±0,2
Фосфат 7,00 3,7 ±3,4 5,42 7,1±О,2

7,90 5,4+4,6
1,6 ±1,5

Фосфат 5,66 5,0±0,5
Борат 8,50 6.06 4,5 ±0,7
Карбонат 9,10 22,7 ±3,0 6,48 6,3±0.9

9,70 32,4±12,4 6,86 3,2+1,2
10.50 61,6 ±30,2 7,33 2,8±0,5

7,91 2,7 ±0,3
Боратно-щелоч- 11,0 120,4 ±53,6 Борат 8,75 3,7±0,4

НОЙ 8,93 3,6±1,2
11,80 526,0± 156,0 Карбонат 9,0'1 7,3+1.2

9,52 10,7 ±3,1
9,74 6,1 ±0,4
9,88 5,8±1,7
9,96 13,9±4,9
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Однако протонирование ее не оказывает существенного влияния на вели­
чину Ка, так как другие более прочные связи гидрофобного и электроста­
тического характера между гемином и апо-П.х. препятствуют резкому из­
менению Кд с уменьшением pH.

рК пропионовокислых групп гемина не проявляются в области pH, 
больших 3,5. Следовательно, рК этих групп сильно смещены в кислую 
область. Протонирование их должно приводить к заметному нарушению 
связи гемина с белком. Известно (12), что гемин с этерифицированными 
пропионовокислыми остатками почти не связывается с апо-П.х., т. е. про­
тонирование пропионовокислых групп гемина должно значительно 
уменьшать рАГд. При этом должна сильно возрастать равновесная кон­
центрация апо-П.х. Согласно нашим данным, при рН<4,0, при 25° 
апо-П.х. быстро денатурирует, следствием чего является и довольно 
быстрая денатурация П.х. в этих условиях. Данные в литературе (“) 
указывают на сходство в характере связи между гемином и белком в мет- 
миоглобине и П.х. Это сходство проявляется и в близких значениях кон­
стант диссоциации для П.х. (3-10-12 М — наши данные, pH 7,00) и для 
метмиоглобина (4,5 • 10-12 М, pH 7,0 (4)).

Московский государственный университет Поступило
им. М. В. Ломоносова 24 IX 1973
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