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ПРОТЕИНДИСУЛЬФИДРЕДУКТАЗА ПШЕНИЦЫ

Реакция ферментативного восстановления дисульфидных связей в бел­
ках, катализируемая ферментом протеиндисульфидредуктазой (восста­
новленный НАД(Ф): протеиндисульфид — оксидоредуктаза 1.6.4.4) игра­
ет, по-видимому, важную роль в процессах формирования и распада белко­
вого комплекса клейковины при созревании и прорастании пшеницы. 
Между тем до настоящего времени протеиндисульфидредуктаза пшеницы 
остается почти не изученной (1_4).

Настоящая работа имела целью показать наличие протеиндисульфид- 
редуктазной активности в покоящихся и прорастающих семенах пшеницы 
и получить некоторые предварительные сведения об этом ферменте.

Опыты проводились на озимой пшенице сорта Немчиновская 495. 
Материалом служило цельносмолотое зрелое зерно и зерно, прораставшее 
трое суток, которое анализировали в свежем состоянии, предварительно 
отделив вручную эндосперм от проростков.

Для получения ферментной вытяжки навеску материала растирали 
в течение 15 мин. на холоду в фарфоровой ступке с двойным количеством 
0,01 М трис-буфера, pH 7,4, содержавшего 10_3 М ЭДТА. Гомогенат 
центрифугировали 15 мин. при 6000 об/мин, а затем еще 20 мин., при 
16 000 об/мин. Полученный центрифугат использовали в качестве 
ферментного экстракта.

Активность протеиндисульфидредуктазы в экстрактах определяли 
в присутствии кофакторов: НАДФ-Н2 (кристаллический препарат фирмы 
«Boehringer и Soehne») и динатриевой соли глюкозо-6-фосфата (фирмы 
«Reanal») (*, 4).

Субстратами в разных опытах служили: сывороточный альбумин 
крупного рогатого скота, лиофилизированная пшеничная клейковина 
1! альбумин пшеницы.

Активность протеиндисульфидредуктазы определяли методом Хэтч 
и Тэрнер (*), в модификации Проскурякова и Зуевой (2_4) по увеличению 
количества белковых сульфгидрильных групп за время инкубации реак­
ционной смеси следующего состава: раствор субстрата 1,5 мл (15—60 мг 
белка, в зависимости от субстрата), ферментный экстракт 0,3—1,0 мл 
(3—10 мг белка), НАДФ-Н2 1,5 мг (1,8 цмол.), глюкозо-6-фосфат 4 мг 
(10 рмол.), 0,01 М трис-буфер, pH 7,4, содержащий 10~3 М ЭДТА 
до конечного объема 3 мл, pH реакционной смеси 7,4.

Инкубацию проводили в трубках Тунберга, заполненных азотом, при 
температуре 37° в течение 1 часа, после чего реакцию останавливали 
охлаждением смеси во льду и немедленно отбирали пробы для анализа.

В контрольных опытах реакционная смесь не содержала кофакторов 
и не подвергалась инкубации, а в некоторых случаях инкубировалась 
с прокипяченным ферментным экстрактом и кофакторами.

Содержание сульфгидрильных групп и дисульфидных связей в опыт­
ных и контрольных растворах определяли методом амперометрического 
титрования с азотнокислым серебром в атмосфере азота, используя 
реакционную смесь Бенеша, Ларди, Бенеша (5, 6).

Белок определяли методом Лоури. Количество SH-групп и S—S связей 
выражали в микроэквивалентах на 1 г белка.
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Предварительными опытами было показано, что инкубация фермент­
ных экстрактов из зрелого зерна и зерна, прораставшего трое суток, с ко­
факторами, но без добавления субстратного белка, приводила к заметному 
возрастанию общего содержания сульфгидрильных групп в реакционных 
смесях. Количество этих групп увеличивалось в опытах со зрелым и про­
росшим зерном соответственно, в 1,8 и 3,5 раза. Это могло быть результа­
том ферментативного восстановления дисульфидных связей не только

Активность протеиндисульфидредуктазы зрелого зерна пшеницы и зерна, 
прораставшего в течение 3 суток (без проростков). Субстрат: сывороточный альбумин

Таблица 1

Зерно

SH, р- экв. на 1 г белка 8—8, р. экв. на 1 г белка

контроль ОПЫТ ОПЫТ контроль опыт опыт
контроль контроль

Исходной 11,2 24,5 2,2 14,0 6,8 0,49
Прорастание 3 суток 2,1 * 8,9 4,2 19,0 10,5 0,55

* В этом опыте контролем служил прокипяченный ферментный экстракт, инкубированный 
с субстратом и кофакторами, а затем подвергнутый гель-фильтрации через сефадекс Г-50.

Таблица 2 
Активность протеиндисульфидредуктазы из 
эндосперма зерна и проростков пшеницы, 

прораставшего 3 суток*.

для эндосперма пше-

Фракции, полученные 
осаждением при кон­

центрациях (NH4)aSO4, 
% от насыщения

SH-группы, у. экв. на 
1 г белка Опыт

контроль опыт Контроль

0-90 1,0 2,9 2,9
0-90 7,7 34,4 4,5

0—45 0,9 2,7 3,0
0—30 4,0 4,0 0

45—60 1,1 3,1 2,8
30—60 3,4 40,8 12,0

60-90 3,9 3,2 0,8
60—90 3,4 3,4 0

* Числа над чертой — данные . 
ницы, под чертой — для проростков.

в белках, но и в некоторых низкомолекулярных соединениях (окисленный 
глютатион, цистин).

Чтобы проследить за восстановлением дисульфидных связей только в 
белках, требовалось отделить их от низкомолекулярных тиолов и дисуль­
фидов. С этой целью ферментный экстракт, после инкубации с субстратом 
и кофакторами, подвергали гель-фильтрации через восстановленный бор- 
гидридом натрия сефадекс Г-50, элюировали белок 0,01 М трис-буфером, 
pH 7,4, в атмосфере азота и в первых 50 мл элюата, содержавших боль­
шую часть белка, нанесенного на колонку, определяли содержание SH- 
групп, S—S-связей и белка.

В контрольном опыте ис- 
ходый ферментный экстракт 
подвергали гель-фильтрации 
в тех же условиях, а затем к 
элюату добавляли субстрат 
без кофакторов и немедленно 
без инкубации определяли в 
смеси содержание сульфгид- 
ридных групп, дисульфидных 
связей и белка.

Увеличение количества 
SH-групп в расчете на 1 г 
белка в опытной пробе по 
сравнению с контрольной слу­
жило показателем активно­
сти протеипдисульфидредук- 
тазы.

Попытка заменить гель­
фильтрацию диализом фер­
ментного экстракта не имела успеха вследствие очень сильного окисле­
ния сульфгидрильных групп во время диализа и пнактивирования фер­
мента.

Результаты опытов, представленные в табл. 1, показывают, что зерно 
пшеницы содержит активную протеиндисульфидредуктазу, способную 
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катализировать восстановление дисульфидных связей в белке с образова­
нием сульфгидрильных групп.

Прорастание зерна в течение 3 суток приводит к заметному повыше­
нию активности протеиндисульфидредуктазы.

В следующих опытах ферментные экстракты из зерна, прораставшего 
3 суток, фракционировали сульфатом аммония, отделяли полученные 
осадки центрифугированием (16000 об/мин), перерастворяли в минималь­
ном объеме 0,01 М трис-буфера, pH 7,4, содержащего 10_3 М ЭДТА, и 
после диализа против этого же растворителя использовали диализаты в 
качестве источника фермента.

Субстратом в этих опытах служили лиофилизированная пшеничная 
клейковина, диспергированная в 12% водном растворе салицилата натрия 
(6) (для фермента из эндосперма) и водный раствор альбумина пшеницы 
(для фермента из проростков).

Результаты, представленные в табл. 2, показывают, что как эндо­
сперм, так и проростки проросшего зерна содержат активную протеинди- 
сульфидредуктазу в белковых фракциях, осаждаемых сульфатом аммо-

Т а б лица 3
Оп ре деление протеолитической а ктивности 

в реакционной смеси, инкубируемой 
в условиях измерения активности 

протэиндису ль £ид ре ду ктазы

Фермент: фракция экст-

Варианты опыта
Тирозин 

в реакцион­
ной смеси, р.г

р.г тирози­
на 1 мг белка

До инкубации 351,0 23,1
(понт роль) 

Инкубация 15 мин. 342,6 22,6
Инкубация 1 час. 336,0 22,1

Примечание. <_ _____ __________
ракта из 3-суточных проростков пшеницы, осаж­
денная сульфатом аммония паи 30—60% от насы­
щения. Субстрат: альбумин пшеницы; темпера­
тура 37°.

ния при концентрациях, не пре- 
вышающих 60% от насыщения. 
Наиболее активная протеиндисуль- 
фидредуктаза содержится в про­
ростках. Она осаждается сульфа­
том аммония в довольно узком диа­

пазоне концентраций, 30—60% от 
насыщения, и эта фракция может 
быть использована для дальней­
шей очистки фермента.

Возникает вопрос, не происхо­
дит ли во время инкубации фер­
ментного раствора с субстратом и 
кофакторами протеолитического 
расщепления белка. Это может 
привести к увеличению сульфги­
дрильных групп не вследствие 

протеиндисульфидредуктазной активности, а за счет освобождения на 
первых стадиях протеолиза некоторого количества ранее «скрытых» SH- 
групп белка (7). Известно, что при прорастании зерна в нем увеличива­
ется активность протеолитических ферментов, однако оптимальная реак­
ция среды для них лежит в гораздо более кислой области (при pH 3,5 — 
4,0) (8), чем оптимум pH протеиндисульфидредуктазы (pH 7,4).

Кроме того, специальный опыт показал, что в отсутствие кофакторов 
инкубация пшеничного альбумина с активным ферментом из проросшего 
зерна не приводит к увеличению SH-групп в опыте по сравнению с конт­
ролем, хотя условия для протеолиза в вариантах с кофакторами и без них 
одинаковы.

Чтобы выяснить этот вопрос, был поставлен следующий опыт. 
Наиболее активную фракцию протеиндисульфидредуктазы, получен­

ную из 3-суточных проростков пшеницы осаждением экстракта сульфа­
том аммония при 30—60% от насыщения, инкубировали в обычных 
условиях с альбумином пшеницы и кофакторами в течение 15 мин. и 
1 часа.

В реакционных смесях до и после инкубации осаждали белок 2,5% 
трихлоруксусной кислотой и в фильтрате определяли количество тирози­
на колориметрическим методом с реактивом Фолина (9). По увеличению 
тирозина за время инкубации можно судить о протеолизе белка.

Результаты этого опыта, представленные в табл. 3, ясно показывают, 
что в условиях определения протеиндисульфидредуктазной активности 
никакого протеолиза субстратного белка не происходит.
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Следовательно, увеличение количества сульфгидрильных групп белка 
в этих условиях действительно отражает активность протеиндисульфид- 
редуктазы в испытуемых экстрактах.

Институт биохимии им. А. Н. Баха Поступило
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