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Соотношение путей биосинтеза глицина, аланина, серина и тирозина, 
составляющих 90% белков шелкового волокна тутового шелкопряда, изу­
чено крайне неполно. Между тем исследование этого вопроса имеет прин­
ципиальное значение для более глубокого понимания как механизма био­
синтеза белков шелка, так и путей обеспечения высокой продуктивности 
шелкопряда. В настоящей работе предпринята попытка количественно 
оценить вклад различных ферментативных реакций в биосинтез глицина, 
аланина, серина и тирозина в шелкоотделительной железе тутового шелко­
пряда с помощью высокоэффективных методов анализа: энзпмэлектрофо- 
реза в полиакриламидном геле (ПААГ) и ионообменной хроматографии 
с применением автоматического анализатора аминокислот.

В работе использованы образцы целой шелкоотделительной железы и 
ее фиброинового и серицинового отделов гусениц тутового шелкопряда 
пород Азад и Санпиш 21 середины V возраста личиночной фазы и 1-го 
дня завивки кокона. Получение препаратов шелкоотделительпой железы 
и экстракцию из них ферментов осуществляли в соответствии с прописью, 
опубликованной ранее (*, 2). Определение активности аланин-глиоксалат- 
аминотраисферазы, аспартат-аминотрансферазы (КФ 2.6.1.1), глутамат 
пируватаминотрансферазы (КФ 2.6.1.2), серин-оксиметилтрансферазы 
(КФ 2.1.2.1), треонинальдолазы (КФ 4.1.2.5) и аспартатф-декарбоксплазы 
(КФ 4.1.1.12) проводили методом ионообменной хроматографии с исполь­
зованием аминокислотного анализатора фирмы «Хитачи» (модель KLA- 
ЗВ). Составы реакционных смесей для выявления активности каждого из 
перечисленных ферментов подробно описаны в предыдущих статьях (1_3). 
Количественное содержание образующихся в результате ферментатив­
ных реакций соответствующих амипокислот рассчитывали, пользуясь ко­
эффициентами пересчета, полученными при работе со стандартными рас­
творами аминокислот, рекомендуемых фирмой.

Активность ферментов выражали числом микромолей аминокислоты, 
образующейся в течение 1 мин. при 37°, на 1 мг белка ферментного пре­
парата. Оптимальные для фермента концентрации субстратов и времен­
ной интервал, в течение которого кривая A[SJ- зависимости имела линей­
ный характер, устанавливали в предварительных опытах. Активность 
аспартат-кетомалонатаминотрансферазы, аспартат-аминотрансферазы 
(КФ 2.6.1.1), оксималонатдегидрогеназы, 3-фосфоглицератдегидрогеназы 
(КФ 1.1.1.29) и фенилаланингидроксилазы (КФ 1.14.3.1) определяли ме­
тодом энзимэлектрофореза в ПААГ. Выявление на полиакриламидных ко­
лонках аспартат-аминотрансферазы и аспартат-кетомалонатаминотранс- 
феразы проводили по методу Бабсона с сотрудниками (4). Для тестиро­
вания фенилаланингидроксилазы непосредственно на гелевой колонке 
осуществляли реакцию сочетания тирозина, возникшего в результате 
ферментативного окисления фенилаланина, с диазотированным сафрани­
ном, который получали по Берстону (5). Для обнаружения на колонке бел­
ковых зон, обладающих дегидрогеназной активностью, использовали тет- 
разолиевый метод (6).
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Таблица 1
Активность ферментов аминокислотного обмена в фиброиновом 

и серициновом отделах шелкоотделительной железы 
тутового шелкопряда, выявленная на аминокислотном анализаторе 

(10_3 мкмол. аминокислоты на 1 мг белка в 1 мин.) 
и методом энзимэлектрофореза в ПААГ 

(усл. ед. по Покровскому и сотр.)

Амино кислотный анализатор

Серициповый Фиброино-Фермент отдел вый отдел

А спартат-Р-декарбоксилаза
Глутамат-пируватаминотрансфераза
Аланин-глиоксалатаминотрансфераза
Серин-оксиметилтрансфераза 
Треонинальдолаза
Аспартат-кетоглутаратаминотрансфераза

1,4
37.5
15,0
0,7
4,3

18,2

2.3
26,1
47.5

1,9
7.4

18.5
Э н з и м э л е к т р о ф о р е з в ПААГ

Оксималонатдегидрогеназа
Аспарат-кетомалонат-аминотрансфераза 
3-Фосфоглицератдегидрогеназа 
Фенилаланингидроксилаза
Аспартат-кетоглутарат-аминотрансфераза

4,0
15,0
11.0

28,0

11,0
10,0
23,0
8,0

31,0

Эффективность различных аминокислот 
в реакциях переаминирования их 
с глиоксиловой и пировиноградной 

кислотами в шелкоотделительной железе 
тутового шелкопряда

Таблица 2

Аминокислота

Активность фер­
мента (10—3 мкмол. 

превращаемого 
субстрата па 1 мг 

белка в 1 мин.)

глиокса- 
лат-ами- 
нотранс- 
фераза

пируват- 
амино- 
транс- 
фераза

Аланин 43,6
Аспарагин 25,1 16,6
Аспарагиновая кис- 36,7 27,6

лота
Глутамин 25,7 18,8
Глутаминовая кис- 41,4 29,5

лота

Количественную оценку полученных энзимограмм осуществляли по­
средством денситометрирования их на микрофотометре МФ-4. Активность 
ферментов, выявленных методом энзимэлектрофореза в ПААГ, выражали 
в условных единицах, полученных при аппроксимировании пиков денси­
тограмм по Покровскому с сотрудниками (7).

Экспериментальные данные, характеризующие активность ферментов 
синтеза глицина, аланина, серина и тирозина, представлены в табл. 1.

Пути синтеза глицина в шел­
коотделительной железе весьма 
разнообразны. Первый из них со­
стоит в переампнировании глиок­
силовой кислоты с различными 
аминокислотами. Наиболее эф­
фективным донором аминогрупп 
в этих реакциях является ала­
нин (табл. 2); за ним, в порядке 
убывающей активности, следуют 
глутаминовая кислота, аспараги­
новая кислота, глутамин и аспа­
рагин, что вполне согласуется с 
ранее полученными данными (6). 
Второй путь новообразования
глицина в шелкоотделительной
железе состоит в декарбоксилиро­
вании аминомалоновой кисло­
ты. Аминомалонатдекарбоксила- 
за была впервые открыта в экст­
рактах шелкоотделптельной желе­
зы тутового шелкопряда, а позд­
нее в небольших количествах най- 

животных. С помощью метода энзимэлектрофорезадена в
ПААГ
симую
теризовать этот весьма экзотический путь синтеза глицина. Он заключает-

тканях других
нам впервые удалось обнаружить в тканях шелкопряда НАД-зави- 
оксималонатдегидрогеназу и, благодаря этому, полностью охарак-
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ся в окислении оксималоновой кислоты, переаминировании образующего­
ся кетомалоната и последующем декарбоксилировании аминомалоновой 
кислоты. Третий путь биосинтеза глицина в шелкоотделительной железе 
заключается в преобразовании серина и треонина (9, 10), однако природа 
реакций, ведущих к образованию из этих оксиаминокислот глицина, под­
робно не изучалась. В результате проведенных нами опытов обнаружено, 
что глицин в шелкоотделптельной железе тутового шелкопряда образуется 
путем расщепления серина и треонина. Первый процесс катализирует се- 
рин-оксиметилтрансфераза, кофакторами которой являются пиридоксаль­
фосфат и тетрагидрофолиевая кислота. Превращение треонина в глицин 
осуществляется с помощью треоиинальдолазы в присутствии пиридоксаль­
фосфата.

Из сопоставленных данных, характеризующих активность всех изу­
ченных ферментов синтеза глицина (табл. 1), следует, что реакции декарб­
оксилирования аминомалоновой кислоты и расщепления серина и трео­
нина в количественном отношении не играют существенной роли в про­
цессах образования глицина. Основным путем синтеза в шелкоотдели­
тельной железе глицина является переаминирование первичных амино­
кислот и их амидов с глиоксиловой кислотой.

Аланин может синтезироваться в шелкоотделительной железе путем 
переаминирования пирувата и ^-декарбоксилирования аспарагиновой кис­
лоты. Из табл. 2 видно, что переаминирование пировиноградной кислоты 
с глутаминовой протекает более энергично, чем с другими аминокислота­
ми. Аналогичные сведения сообщались ранее (“, 12). Наши результаты 
подтвердили данные Бхимсвара (13) о существовании в шелкоотделитель­
ной железе аспартатф-декарбоксилазы, наличие которой оспаривалось 
в работах Сюй Тин-сэна и Ван Эр-ли (14). [З-Декарбоксилаза аспарагино­
вой кислоты — единственный пример присутствия этого фермента в жи­
вотных тканях. В отличие от бактериальных клеток, оптимум pH лежит в 
слабощелочной зоне, что приближает ее к аминокислотным декарбокси­
лазам животных тканей. Как следует из табл. 1, деятельность р-декарбок- 
силазы обеспечивает в шелкоотделительной железе небольшой прирост 
новообразованного аланина. Основное количество его здесь синтезируется 
за счет реакции переаминирования пирувата с глутаминовой кислотой.

Важнейшим промежуточным продуктом при биосинтезе серина в шел­
коотделительной железе является 3-фосфооксипировиноградная кислота. 
Она образуется из 3-фосфоглицериновой кислоты под действием НАД-за- 
виспмой 3-фосфоглицератдегидрогеназы. Активность этого фермента, вы­
явленная нами методом энзимэлектрофореза в ПААГ, в фиброиновом и 
серициновом отделах шелкоотделительной железы характеризуется высо­
кими значениями. Очевидно, переаминирование фосфооксипировиноград - 
ной кислоты с аминокислотами является основным путем синтеза в шел­
коотделительной железе серина. В этом убеждают также и опыты, проде­
монстрировавшие незначительный выход серина у шелкопряда из 
С14-глицина и С14-треонина (10, н).

Установлено, что в организме шелкопряда меченый фенилаланин прев­
ращается в тирозин (15). Однако механизм этого превращения до настоя­
щего времени не был известен. Используя разработанный нами метод, мы 
обнаружили (табл. 2) в фиброиновом отделе шелкоотделительной железы 
процесс окисления фенилаланина в тирозин, осуществляемый при посред­
стве фенилаланингидроксилазы. Подобно энзиматическим системам млеко­
питающих донором электронов при этом служит восстановленная фолие­
вая кислота.

Из сравнительного анализа активности всех исследованных нами фер­
ментов следует, что доминирующими среди них являются аланин-глиокса- 
латаминотрансфераза, глутамат-пируватаминотрансфераза и аспартат­
аминотрансфераза. Это еще раз подчеркивает ведущую роль реакций 
переаминирования в синтезе главных аминокислот шелка. В отличие от 
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тканей многих других животных, в шелкоотделительной железе тутового 
шелкопряда активность аспартат-аминотрансферазы вдвое ниже актив­
ности двух вышеупомянутых ферментов. Преобладание активности глу- 
тамат-пируватаминотрансферазы и аланин-глиоксалатаминотрансферазы 
отражает специфику аминокислотного обмена в шелкоотделительной же­
лезе тутового шелкопряда, заключающуюся в необходимости наработки 
в V возрасте экстремальных количеств глицина и аланина для обеспече­
ния сборки полипептидных цепей фиброина шелка. В то же время доста­
точно высокий уровень активности аспартат-аминотрансферазы свиде­
тельствует об универсальной роли ее в шелкоотделительной железе.

Распределение и активность ферментов аминокислотного обмена в 
фиброиновом и серициновом отделах шелкоотделительной железы строго 
индивидуальны. Так, в переднем отделе шелкоотделительной железы пред­
почтительное место занимает глутамат-пируватаминотрапсфераза, а в 
заднем — аланин-глиоксалатаминотрансфераза; в отличие от фиброиново­
го отдела в резервуаре в 1-й день завивки кокона совершенно отсутствуют 
серин-оксиметилтрансфераза и фенилаланингидроксилаза; и, наконец, в 
разных отделах шелкоотделительной железы вклад оксиамппокпслот в 
синтез глицина различен. Различия в распределении и активности фер­
ментов аминокислотного обмена связаны с различной функциональной на­
правленностью метаболических процессов в переднем и заднем отделах 
шелкоотделительной железы, синтезирующих резко различающиеся по 
аминокислотному составу серицин и фиброин шелка.

Московский государственный Поступило
педагогический институт им. В. И. Ленина 12 III 1974
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