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Согласно гипотезе (*), уровень конформационной подвижности бел­
ковых молекул является существенным в приспособлении вида к темпера­
туре среды. Косвенным показателем величины конформационной гибко­
сти может служить устойчивость белковых макромолекул к денатурирую­
щему действию нагрева. Этим можно объяснить многократно обнаружи­
ваемое различие в теплоустойчивости одноименных белков у близкородст­
венных видов, отличающихся по теплолюбивости. Другим косвенным пока­
зателем конформационной гибкости белковых молекул является устойчи­
вость их к протеиназам. В литературе имеется ряд данных, показывающих, 
что многие воздействия на белок сходно изменяют его устойчивость и к 
нагреву, и к протеиназам (2,3). Было обнаружено что белки более
теплолюбивых видов устойчивее не только к нагреву, но и к протеиназам. 
Уровень теплоустойчивости многих белков (особенно термостабильных) 
может не иметь приспособительного значения. Устойчивость же к протеи- 
пазам должна отражаться па сроке полужизни белка, что имеет сущест­
венное значение для регуляции количества белка в клетке (2,3).

Задача настоящей работы состояла в параллельном исследовании ус­
тойчивости белка — аденилаткиназы — к нагреву и протеолизу на примере 
двух близкородственных видов лягушек, существенно отличающихся по 
теплолюбивости: южной озерной (Rana ridibunda) и северной травяной 
(Rana temporaria).

Аденилаткипаза (АДК) выделялась из мышц задних конечностей ля­
гушки по методу Котельниковой (7), модифицированному методу Калька­
ра (s). В отличие от метода Котельниковой, полученный белок освобож­
дался от ионов аммония путем диализа сначала против 2% раствора сер­
нокислого аммония, потом в течение ночи против деионизированной воды 
(8). Препарат исследовался на ультрацентрифуге. Оказалось, что у обоих 
видов лягушек, помимо основного пика, присутствует еще один пик — бе­
лок с большим молекулярным весом, не обладающий активностью АДК. 
Количество белка в растворе определялось спектрофотометрически при 
310 мц, методом микробиурета по Итцхаки и Гиллу (9). Устойчивость 
АДК к нагреву и к протеолизу характеризовалась через устойчивость ак­
тивного центра. Для определения теплоустойчивости раствор белка в1 за­
крытой пробирке выдерживали 30 мин. при определенной температуре в 
термостате, быстро охлаждали и определяли ферментативную активность. 
Реакцию протеолиза проводили в термостатированной кювете при темпе­
ратуре 25°, определенном значении pH 7,5 и при постоянном перемешива­
нии раствора. Через определенные промежутки времени отбирались пробы, 
в которых определялась ферментативная активность. Соотношение концен­
трации белка и протеолитического энзима в кювете составляло 100: 1. Для 
определения ферментативной активности использовался гексакиназный 
метод (s). Реакционная смесь имела следующий состав: 0,5 мл белка (20— 
30 цг), 0,1 мл 0,05 М MgCl, 0,1 мл 1% нейтрализованной Na-соли АДФ и
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Рис, 1. Теплоустойчивость 
адепилаткиназы двух видов 
лягушек. 1 — теплоустойчи­
вость АДК Rana temporaria, 
2 — теплоустойчивость '

Rana ridibunda

0,3 мл 0,1 М трис-НС1-буфера pH 7,5, содержащего 5 мг глюкозы и 0,2 мг 
гексокиназы. Реакция проводилась 15 мин. при 30° и останавливалась до­
бавлением равного объема 10% трихлоруксусной кислоты. Фильтрат под­
вергался 11-минутному кислотному гидролизу в кипящей бане. В гидроли­
зате определялось суммарное количество неорганического фосфора по 
Фиске и Суббароу. В контрольных пробах АДК добавлялась после три­
хлоруксусной кислоты. Теплоустойчивость и устойчивость к протеиназе 
характеризовалась степенью энзиматической 
активности проб, после прогрева или после вза­
имодействия с протеиназой. Она выражалась в 
процентах от активности контрольной пробы. 
Полученные данные обрабатывались статисти­
чески. Различие между средними значениями 
процесса гидролиза статистически значимо на 
уровне р =0 ,001. В работе использовался трип­
син отечественного производства.

На рис. 1 представлены результаты опреде- 
ния теплоустойчивости АДК травяной (рис. 1, 
1) и озерной (рис. 1, 2) лягушек. Видно, что 
исследуемый белок является удивительно тер­
мостабильным у обоих видов, но кривая тепло­
устойчивости АДК менее теплолюбивой север­
ной лягушки располагается в области более 
низких температур, по сравнению с кривой для 
южной озерной лягушки. Температуры, вызы­
вающие 50% потерю ферментативных свойств 
энзимов, соответствуют 62,5° для АДК северно­
го вида и 73,5° для АДК южного. Таким обра­
зом, АДК южной, более теплолюбивой лягушки 
на 11° теплоустойчивее АДК северной лягушки. 
Полученные данные хорошо согласуются с ре­
зультатами Глушанковой (10), определявшей 
теплоустойчивость АДК у этих же видов. Приводимые ею значения 
утраты ферментативной активности приходятся на 66° для травяной 
77° для озерной лягушек, т. е. различия в теплоустойчивости между срав­
ниваемыми видами составляют те же 11°. Разница в значениях, характе­
ризующих 50% снижение активности, может быть объяснена различиями 

в методах, применявшихся для выделения 
фермента. Результаты триптического гид­
ролиза АДК травяной и озерной лягушек 
показаны на рис. 2. Сопоставление кривых 
обнаруживает значительное различие в 
ходе гидролиза белков. На кривой 1, ха- ■ 
рактерпзующей устойчивость АДК тепло­
любивой озерной лягушки, 15-минутное 
воздействие трипсина не приводит к сни­
жению ферментативной активности АДК, 
и даже значительное увеличение срока пе­
реваривания до 2 час. лишь незначительно 
снижает ее. АДК северной лягушки ока­
зывается более чувствительной, уже через 
15 мин. наблюдается некоторое снижение 
активности, а удлинение срока воздейст­

вия приводит к снижению активности на 20%. Таким образом, различие 
в устойчивости к нагреву адепилаткиназ исследуемых видов сопровожда­
ется аналогичным различием в их устойчивости к трипсину. Подобный па­
раллелизм между устойчивостью к нагреву и устойчивостью к протеолизу 
у этих же видов лягушек обнаружен и на других белках. Так, различия р 
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Рис. 2. Устойчивость аденилатки- 
назы северной и южной лягушек 
к трипсину. 1 — АДК Rana ridi- 
bunda, 2 — АДК Rana temporaria
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теплоустойчивости проколлагена кожи северной и южной лягушек сопро­
вождаются сходными различиями в устойчивости их к коллагеназе (4). 
Сывороточный альбумин северной лягушки, по сравнению с южной, ока­
зался одновременно более чувствительным и к нагреву, и к трипсину (3). 
В работе (6) показано, что гексокиназы из разных органов крысы разли­
чаются по устойчивости к нагреву. Точно в такой же последовательности 
различаются они и по устойчивости к 3 протеолитическим энзимам: трип­
сину, химотрипсину и панкреатической протеиназе.

Приведенные данные позволяют говорить, что уровень устойчивости 
белков к протеиназам, в той же мере что и теплоустойчивость, отражает 
уровень конформационной гибкости макромолекул и приводится в соответ­
ствие с температурой среды в процессе дивергентной эволюции видов.
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