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ВЫДЕЛЕНИЕ КАРБОКСИКАТЕПСИНА 
(ПЕПТИДИЛ-ДИПЕПТИДАЗА 3.4.15.1) ИЗ ПОЧЕК БЫКА

Участие ренин-ангиотензиновой и кининовой систем в регуляции кро­
вяного давления в организме, в особенности при ряде патологических со­
стояний, в настоящее время не вызывает сомнений (,_3). Образующиеся в 
процессе функционирования этих систем физиологически активные пепти­
ды: ангитензин II, оказывающий прессорное действие, и брадикинин, вы­
зывающий снижение кровяного давления, оказывают не только местное 
действие на сосуды в органах (2~’), но и общее действие на всю систему 
кровообращения (1_2).

В 1962—1963 гг. в почках быка нами был обнаружен фермент (4), обла­
дающий свойством отщеплять дипептиды от С-конца различных пептидов 
(5). Более поздние исследования (6) показали, что этот фермент, назван­
ный нами карбоксикатепсином, катализирует образование ангиотензи­
на II, отщепляя от ангиотензина I С-концевой дипептид гис-лей, и инакти­
вирует биологический антагонист ангиотензина II — брадикинин. От кар­
боксильного конца пептидной цепи брадикинина карбоксикатепсин уда­
ляет последовательно дипептиды фен-арг и сер-про. Результаты изучения 
свойств высокоочищенного карбоксикатепсина дали нам основание счи­
тать, что карбоксикатепсин, совмещая в себе функции двух считавшихся 
специфическими ферментов, описанных как «ангиотензин I превращаю­
щий фермент» (’) и «кининаза II» (8), является ключевым ферментом в 
ренин-ангиотензин-кининовой системе (6) *.  Существование в организме 
фермента, который катализирует и образование ангиотензина II из ангио­
тензина I и разрушение брадикинина путем отщепления С-концевых ди­
пептидов, подтвержается рядом исследователей (9,10).

* В кн. «Enzyme Nomenclature Recomendations (1972) of the Commision on Bio­
chemical Nomenclature» (1973) карбоксикатепсин и кининаза II вошли под одним 
названием — «пептидил-дипептидаза» 3.4.15.1.

В настоящей статье описан разработанный нами метод получения го­
могенного препарата карбоксикатепсина и некоторые свойства фермента.

Карбоксикатепсин получали из коркового слоя почек быка. Корковый 
слой замораживали, оттаивали и замораживали снова. Затем ткань из­
мельчали в мясорубке, гомогенизировали с водой в соотношении 1:5 в те­
чение 1,5 мин. и центрифугировали 1 час при 8000 g при 2°. Осадок экстра­
гировали повторно приблизительно равным объемом воды и снова центри­
фугировали в тех же условиях. Оба экстракта объединяли, добавляли 
0,5 М фосфатный буфер, pH 6,5, до концентрации фосфата в растворе 
0,005 М и вносили в него КМ-целлюлозу, уравновешенную фосфатным бу­
фером pH 6,5, 005 М. В этих условиях карбоксикатепсин не связывался 
КМ-целлюлозой. Смесь оставляли при постоянном перемешивании на 
1 час. КМ-целлюлозу отфильтровывали на воронке Бюхнера и промывали 
тем же буфером. Фильтраты объединяли и фракционировали сульфатом 
аммония. Концентрацию сульфата аммония в растворе белка доводили до 
43% насыщения, pH 7,1, и через 1 час разливали на складчатые фильтры.
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■Осадок выбрасывали, в фильтрат снова добавляли сульфат аммония до 
концентрации 65% насыщения и через 1—1,5 часа фильтровали с отсасы­
ванием. Полученный сульфатный осадок может длительно храниться в хо­
лодильнике без заметной потери активности. Осадок растворяли в 0,9% 
растворе NaCl, на колонке с сефадексом G-25 переводили в 0,075 М фос­
фатный буфер pH 7,65 и па колонке ДЭАЭ-целлюлозы, уравновешенной 
тем же буфером, удаляли балластные белки, которые прочно связываются 

Рис. 1. Хроматография карбоксикатепсина на ДЭАЭ-целлюлозе (а), на се­
фадексе G-200 (б), на гпдроксиланатите (в). 1—Dii0, 2 — активность карб­

оксикатепсина, 3 — градиент NaCl

с ДЭАЭ-целлюлозой, в то время как карбоксикатепсин в этих условиях не 
связывается. Степень очистки на этом этапе невелика (табл. 1), но это 
давало возможность на следующем этапе существенно увеличить емкость 
ионообменника по отношению к карбоксикатепсину. Элюат, сконцентриро­
ванный с помощью ДЭАЭ-целлюлозы и переведенный в 0,03 М фосфатный 
буфер pH 7,65, наносили на колонку (3,4X22 см) с ДЭАЭ-целлюлозой, 
уравновешенной тем же буфером. Адсорбированный на ионообменнике 
карбоксикатепсин элюировали при градиенте концентрации 0—0,25 М NaCl 
в том же буфере. Карбоксикатепсин десорбировался с ДЭАЭ-целлюлозы 
прп концентрации NaCl 0,03—0,06 М (рис. 1а). При этом достигалась 
18-кратная очистка препарата. Активные фракции собирали, концентри­
ровали ультрафильтрацией и наносили на колонку с сефадексом G-200 
(2,2X67 см) в медпналовом буфере 0,02 М pH 7,1, содержащем 0,1 М NaCl. 
Карбоксикатепсин выходил с колонки на подъеме основного пика белка 
(рис. 16). При электрофорезе в акриламидном геле в препарате фермента 
на этой стадии обнаруживалось 2—3 полосы (рис. 2а). Последующая хро-

Таблица 1
Очистка карбоксикатепсина из коры почек

Фракции Общий бе­
лок, мг

Общая 
актив­
ность, 
ед. *

Удельная 
активность, 
ед. на 1 мг 

белка
Выход, %

Степень 
очистки, 
отн.ед.

Экстракт 18500 350 0,019 100 1
ИМ-целлюлоза 14700 440 0,030 125 1,6
Сульфат аммония 4300 260 0,060 75 3
ДЭАЭ-целлюлоза 2400 250 0,105 70 5,5
ДЭАЭ-градиент 39 63 1,750 18 90
Сефадекс G-20O 4,2 19 4,500 5,5 240
Гидроксилапатит 0,11 3,4 31,000 1 1600

* За единицу ферментативной активности принимали количество фермента, 
которое гидролизует 1 мкмоль субстрата за 1 мин.
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матографпя на колонке (0,9X14 см) с гндроксилапатитом давала 7-крат­
ное увеличение активности (табл. 1): фермент, адсорбированный на гид- 
роксилапатите в 0,0025 М фосфатном буфере pH 6,8, элюировали 0,02 М 
фосфатным буфером pH 6,8 (рис. 1в). При рехроматографии на гидроксил- 
апатите в тех же условиях пик активности карбоксикатепсина полностью 
совпадал с пиком белка. Полученный препарат после электрофореза в ак­
риламидном геле давал одну четкую полосу белка (рис. 26). Обнаруживае­
мая в срезах геля активность карбоксикатепсина 
соответствовала этой полосе. Активность карбокси­
катепсина определяли флуорометрическп (“) по 
отщеплению гистидил-лейцина от С-концевого три­
пептида ангиотензина I кбз-фен-гис-лей. Содер­
жание белка определяли по методу Лоури.

Молекулярный вес определяли на колонке 
(2,2X62 см) сефадекса G-200, уравновешенного 
0,05 М трис-НС1-буфером pH 7,4, содержащим 
0,1 М КС1 (12). Пик активности карбоксикатепсина 
выходил из колонки в элюционном объеме 117— 
120 мл, что соответствовало молекулярному весу 
180000—190000 (рис. 3). Относительно молекуляр­
ного веса «ангиотензин I превращающего фермен­
та» из различных органов данные ряда авторов 
разноречивы (* 3-15).

Изоэлектрическая точка карбоксикатепсина оп­
ределялась методом изоэлектрического фокусиро­
вания в 1% амфолине pH 3—10 и 3—5 в градиенте 
плотности сахарозы. Пик активности карбоксика­
тепсина обнаруживался при pH 4,45+0,05. Пик 
активности 
фермента» 
pH 4,68+0,15 (“).

Результаты исследования торможенпя активно­
сти карбоксикатепсина пептидными ингибиторами 
представлены в табл. 2. Специфическими ингиби­
торами карбоксикатепсина являются пептиды, 
имеющие остаток пролина во втором положении с 
карбоксильного конца (табл. 2, № 2, 4—6). Эти пептиды не расщепля­
ются карбоксикатепсином (“,6), хотя связывание с активным центром фер­
мента, вероятно, происходит. Очевидно, вследствие этого гептапептид

л

«ангиотензин I превращающего 
легких теленка соответствовал

Рис. 2. Электрофорез 
карбоксикатепсина в ак­
риламидном геле. Препа­
рат после сефадекса 
G-200 (а), после гидро- 

ксилапатита (б)

Торможение активности карбоксикатепсина
Таблица 2

п.п. Ингибитор * Концентрация,
М

Торможение 
активности,

%

1 Брадикинин ** 1,3-10-6 72
2 Ангиотензин II 5,0-10-5 63
3 Б-цепь инсулина 2,5-10-5 32
4 Гли-фен-фен-тир-тре-про-лиз 5,0-10-5 81
5 Гли-про-про 1,9-10-4 65
6 Гли-про-ала 2,0-10-4 54
7 Кбз-гли-про-гли-гли-про-

гли-ОСНз
8,5-10-5 0

* Ингибиторы предварительно инкубировали с ферментом при 37° в течение 
15—30 мин., затем добавляли субстрат кбз-фен-гис-лей (концентрация в пробе 
0,05 М).

** Так как брадикинин расщепляется карбоксикатепсином, его вносили в про­
бу одновременно с кбз-фен-гис-лей.
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(табл. 2, № 4) Б-цепи инсулина оказывает более сильное тормозящее 
действие, чем сама Б-цепь (табл. 2, № 3). По всей вероятности, для связы­
вания пептида с ферментом важно присутствие незамещенной С-концевой 
а-карбоксильной группы; эфир пептида (табл. 2, № 7) не может связать­
ся с ферментом и поэтому не является ингибитором.

И,8 5,0 5,2 5,0 5,6 5,8 
log(wJ«>

Рис. 3. График определения молеку­
лярного веса карбоксикатепсина (7). 
В качестве метчиков использовали: 
2 — апоферритин (480 000), 3 — у-гло- 
булин (205 000), 4 — коллагеназу
(100 000), 5 — сывороточный альбу­
мин (67 000). Коэффициент разделе­
ния Кт рассчитывали (12) из урав­

нения A..v=(Ve-Vo)/(V(-Vo)

Превращение циркулирующего в крови ангиотензина I в ангиотензин II 
осуществляется, по-видимому, главным образом в легких. При прохожде­
нии крови через легкие около 50% ангиотензина I превращается в ангио­
тензин II (1е), в почках 10—20% (16). Эти данные относительны, посколь­
ку во всех органах, кроме легких, наблюдается интенсивное разрушение 
ангиотензина. Весьма вероятно, что образующийся в почках ангиотен­
зин II действует в основном местно, хотя не исключена возможность, что 
местное действие ангиотензина II на сосуды почек, через регуляцию вы­
броса ренина в кровь (3, ”), оказывает таким образом общее воздействие 
на кровяное давление организма.

Для сравнения карбоксикатепсина почек и легких мы выделили кар­
боксикатепсин из легких быка по той же схеме. Полученный гомогенный 
препарат фермента по ряду исследованных свойств (по отношению к ин­
гибиторам, ионам хлора, оптпмуму pH, молекулярному весу) не отличался 
от карбоксикатепспна почек. Надо полагать, что оба фермента идентич­
ны (9).
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