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Гидроксилирующая способность микросом печени млекопитающих по 
отношению к ароматическим соединениям известна (*~2), однако меха­
низм взаимодействия таких неполярных субстратов, как нафталин, с тер­
минальной оксидазой, цитохромом Р-450, природа сил, образующих фер- 
мепт-субстратный комплекс, строение активного центра фермента до сих 
пор не выяснены, так как отсутствуют количественные и энергетические 
характеристики реакции гидроксилирования ароматических субстратов. 
Целью нашей работы было детальное кинетическое исследование гидро­
ксилирования нафталина микросомами печени крысы.

В работе использовали крыс линии Вистар весом 150—200 г. 10% го­
могенаты печени в 0,25-мольном растворе сахарозы приготавливали в го­
могенизаторе с тефлоновым пестиком. Микросомную фракцию получали 
дифференциальным центрифугированием на приборе VАС-601. Гомогена­
ты центрифугировали 20 мин. при 20 000 g для удаления клеточных 
остатков и митохондрий; полученный супернатант центрифугировали в 
течение 60 мин. при 105 000 g для выделения микросомальной фракции. 
Микросомы промывали 1,15% раствором КС1 и суспендировали в 
0,25-мольном растворе сахарозы до концентраций микросомального белка 
3—5 мг/мл. Все операции проводили при температуре ниже 0° С. Инку­
бационная среда общим объемом 10 мл содержала, как правило, 
0,001 мол/л никотинамида, от 6 до 10 мг белка, 0,001 мол/л НАДФ-Н2, 
0,05-мольиый трис-НС1-буфер и различные концентрации нафталина в 
ацетоне. Реакцию начинали добавлением НАДФ-Н2, продолжали ее 
30 мин. и прерывали инкубацию добавлением 1 мл 20% трихлоруксуспой 
кислоты. Инкубации проводились при 20—42°. Выше 40° наблюдается 
тепловая инактивация фермента. Для определения продукта реакции — 
а-нафтола — реакционную смесь центрифугировали 10 мин. при 5000 g и 
супернатант встряхивали с 3 мл этилацетата. 2 мл этилацетатного слоя 
вводили в реакцию с сернокислым парасульфофенилдиазонием в спиртовой 
щелочи и определяли концентрацию а-нафтола (АгОН) фотоэлектроколо­
риметрически (Xmas 512 нм). Содержание микросомального белка опреде­
ляли по методу Лоури ('*). Количественное содержание цитохрома Р-450 
определяли спектрофотометрически на приборе «Specord» по поглощению 
комплекса цитохрома с СО, используя значение коэффициента молярной 
экстинкции комплекса цитохрома с СО, равное 91 см-1-ммоль-л-1 %).

При 37° и pH 7,4 изучено влияние количества ацетона в инкубацион­
ной смеси на скорость гидроксилирования нафталина (АгН). Как видно 
из рис. 1 (кривая 7), с ростом концентрации ацетона скорость реакции 
растет, но количества ацетона, большие 1 мл па 10 мл среды, вызывают 
инактивацию фермента. Поэтому все дальнейшие опыты делали при со­
держании 1 мл ацетона в инкубационной смеси. Начальный участок ки­
нетической кривой при 30° (см. рис. 2,7) показывает, что проведение 
ферментаций в течение 30 мин. позволяет корректно вычислить началь­
ную скорость реакции. При 37° показана прямопропорциональная связь 
скорости реакции с содержанием микросомального белка в инкубацион­
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ной среде (см. рис. 2,2). При этой же температуре и pH 7,4 снята зави­
симость скорости реакции от концентрации НАДФ-Н, (см. рис. 1, 2), из 
которой следует, что в отсутствие НАДФ-Н2 реакция не идет, а при кон­
центрациях НАДФ-Н2, больших 0,003 мол/л, скорость реакции достигает 
постоянной величины.

При 37° найдены оптимальные значения pH для двух буферов — фос­
фатного и трис-HCl: максимальные скорости реакции достигаются при 
работе с трпс-НС1-буфером, pH 8,14 (см. рис. 3,1).

Ацетон, мл

Рис. 1. Влияние на реакцию содержания ацетона (7) и концентрации НАДФ Н2 
(2) в инкубационной смеси при 37°, pH 7,4. 1 — 0,96 мг на 1 мл белка, [НАДФ-Н2] = 
=0,002 мол/л, [АтН] =0,001 мол/л; 2 — 0,50 мг на 1 мл белка 1 мл ацетона, 

[АгН]о=5-1О-4 мол/л
Рис. 2. Влияние времени инкубации (7) и концентрации белка (2) на реакцию. 

1 - 30°, pH 7,4, [АгН]о=[НАДФ-Н2]о=0,001 мол/л; 2 - 37°, те же условия

При 20—37° изучены зависимости скорости реакции от начальной кон­
центрации АгН (см. рис. 4). Эти зависимости хорошо описываются урав­
нением Михаэлиса — Ментен. Из спрямлений кривых по уравнению Лай- 
нуивера — Берка (см. рис. 4) были вычислены значения констант Михаэ­
лиса АД и констант скорости распада фермент-субстратного комплекса fc-

Таблица 1

Величины констант Михаэлиса и
констант скорости распада 

фермент-субстратного 
комплекса Тс2

г, °с [Е]о-1О9, 
мол/л-сек

&2-102, 
сек-1

AAl'104, 
мол/л

20 2 22 0,55 0,60
25 3.85 0,96 0,85
30 5,88 1,47 0.80
37 8,33 2,08 1.58

Сравнение констант Михаэлиса при 
микросомальном гидроксилировании

Таблица 2

Субстрат г, °C pH км 
мол/л

Литера­
турный 

источник

Нафталин 37 8,14 1,58-10-4 Данная 
работа

Октадекан 37 7,50 0,80-10-4 (8)
Декан 37 8„Ю 5,00-10-4 (9)
Деканоат 37 8,10 2,00-10-3 (?°)

Все эти зависимости получены при работе с содержанием микросомаль­
ного белка 0,512 мг/мл, причем 1 мг белка содержит 0,8 нмоля цитохрома 
Р-450, что хорошо согласуется с литературными данными (5). Мольная 
концентрация цитохрома Р-450 составляла в наших опытах 4,0 • 10“’мол/л. 
Величины констант /с2 бьтлп получены с использованием этого значения 
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[ Е ] о=4,О • 10~7 мол/л. В табл. 1 представлены значения К.< и А2 для раз­
ных температур.

Зависимость констант скорости к2 от температуры в интервале 20—30° 
хорошо описывается уравнением Аррениуса, по которому вычислена энер­
гия активации распада фермент-субстратного комплекса, равная 
18,0 ккал/моль. Константа скорости распада фермент-субстратного комп­
лекса равна 1,50-10“ ехр ( —18000/RT) сек-1. Активационные параметры

[l/Woj-lO ^(л/молУсек

Рис. 3 Рис. 4
Рис. 3. Влияние pH на реакцию при 37°, [АгН]0= [НАДФ-Н2] =0,001 мол/л и кон­

центрации белка 0,85 мг/мл. 7 - трис-НС1-буфер, 2 - фосфатный буфер
Рис. 4. Зависимость скорости реакции от концентрации [АгН]0 при pH 8,14, 
1НАДФ-Н2] =0,001 мол/л и концентрации белка 0,512 мг/мл при разных темпера­

турах. 7 - 20°, 2 - 25°, 3 - 30°, 4 - 37°

распада фермент-субстратного комплекса при 30° составляют: ДЯ* = 
= 17,4 ккал/моль, AS*=—9,50 кал/мол трэд. При температурах выше 30° 
наблюдается отклонение от уравнения Аррениуса в сторону снижения 
энергии активации реакции.

Специальными опытами при 37°, pH 8,14 и [ArH]0=5-10-4 мол/л 
было показано, что донор электронов НАДФ-Н2 в наших условиях может 
быть успешно заменен НАДФ в сочетании с глюкозо-6-фосфат-дегидроге- 
назой и глюкозо-6-фосфатом в виде натриевой соли: 0,001 мол/л НАДФ+ 
+2,5-10-3 мол/л Г-6-Ф-Иа+5,0 • 10-3 мг/мл Г-6-Ф-дегидрогеназы обеспе­
чивают ту же скорость реакции, что НАДФ-Н2 в концентрации 
0,001 мол/л. В настоящее время не вызывает сомнений тот факт, что 
ферментная система микросом печени превращает нафталин, так же как и 
другие ароматические системы, в эпоксид (2,s), который затем спонтан­
но или под действием ионов Н+ превращается в а-нафтол. Полученные 
нами кинетические и термодинамические параметры, характеризующие 
накопление а-нафтола из нафталина, относятся к ферментативной стадии 
реакции, а нс к пеэнзиматическому превращению 1,2-нафталинокпсп в 
а-нафтол. Этот вывод подкрепляется полученными недавно кинетически­
ми данными, характеризующими ароматизацию аренокисей (7). Соглас­
но (7), при 30° в водной среде нафталинокпсь превращается в а-нафтол 
с константой скорости /са(ЬФ= (3,0 • 10~3+470 ■ [ Н+]) сек-1. После добавле­
ния в наших опытах в инкубационную смесь трихлоруксусной кислоты 
[Н+]=0,1, и, следовательно, Аэфф=О,003+470-0,1=47,003 сек-1. Таким 
образом, 7сафф больше, чем на три порядка, превышает значение константы 
скорости распада фермент-субстратного комплекса (см. табл. 1).

Величппа AS*=—9,5 кал/мол-град свидетельствует о том, что процесс 
активации фермент-субстратного комплекса характеризуется образова­
нием новых связей, прежде чем произойдет его распад до продуктов ре­
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акции. Представляет большой интерес сравнить между собой значения 
констант Михаэлиса, полученные в пашей работе, с величинами, установ­
ленными для других субстратов в идентичных условиях (табл. 2).

Из табл. 2 следует, что сродство фермента с субстратом максимально 
для октадекана, несколько ниже для нафталина и еще ниже для декана. 
Константа Михаэлиса для деканоата представляется нам сильно завы­
шенной. Для субстратов, перечисленных в табл. 2, не приходится конста­
тировать каких-либо специфических взаимодействий с ферментом, так как 
константы Михаэлиса мало отличаются одна от другой. Окончательный 
ответ о природе фермент-субстратного взаимодействия даст лишь непо­
средственное изучение физико-химических свойств самого фермент-суб­
стратного комплекса.
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