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Âñå òðè ôîñôàòàçû («ìåäëåííàÿ», «ñðåäíÿÿ» è «áûñòðàÿ»), âûÿâëÿåìûå ó àìåáû Amoeba proteus ïî-
ñëå äèñê-ýëåêòðîôîðåçà íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè ãîìîãåíàòîâ â ÏÀÀÃ è ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå
ñóáñòðàòà 1-íàôòèëôîñôàòà (pH 9.0), õàðàêòåðèçóþòñÿ øèðîêîé ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ. Äëÿ âñåõ
ôîñôàòàç ïðåäïî÷èòàåìûì ñóáñòðàòîì ÿâëÿåòñÿ n-ÍÔÔ. Âñå ôîñôàòàçû ãèäðîëèçóþò áèñ-n-ÍÔÔ è, ñëå-
äîâàòåëüíî, îáëàäàþò ôîñôîäèýñòåðàçíîé àêòèâíîñòüþ. Âñå ôîñôàòàçû â áîëüøåé èëè ìåíüøåé ñòåïåíè
ãèäðîëèçóþò O-ôîñôî-L-òèðîçèí. Â ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè ôîñôàòàç áûëè îáíàðóæåíû ëèøü íå-
áîëüøèå ðàçëè÷èÿ: 1) «áûñòðàÿ» è «ñðåäíÿÿ» ôîñôàòàçû ñëàáåå, ÷åì «ìåäëåííàÿ», ãèäðîëèçóþò íàôòèë-
ôîñôàòû è O-ôîñôî-L-òèðîçèí; 2) «áûñòðàÿ» è «ñðåäíÿÿ» ôîñôàòàçû ãèäðîëèçóþò 1-íàôòèëôîñôàò â
áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì 2-íàôòèëôîñôàò; 3) «áûñòðàÿ» è «ñðåäíÿÿ» ôîñôàòàçû ïî ñðàâíåíèþ ñ «ìåäëåí-
íîé» ñëàáî ãèäðîëèçóþò O-ôîñôî-L-ñåðèí è O-ôîñôî-L-òðåîíèí; 4) «áûñòðàÿ» ôîñôàòàçà â îòëè÷èå îò
«ñðåäíåé» è «ìåäëåííîé» ïî÷òè íå ãèäðîëèçóåò ãëþêîçî-6-ôîñôàò. Øèðîêàÿ ñóáñòðàòíàÿ ñïåöèôè÷-
íîñòü «ìåäëåííîé» ôîñôàòàçû (pH 9.0) â ñîâîêóïíîñòè ñ äàííûìè èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà è ðåçóëüòàòà-
ìè îïûòîâ ñ ðåàêòèâàöèåé åå èîíàìè Zn2+ ïîñëå èíàêòèâàöèè ÝÄÒÀ ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî òîëüêî
ýòà ôîñôàòàçà ìîæåò êëàññèôèöèðîâàòüñÿ êàê ùåëî÷íàÿ (ÙÔ; ÊÔ 3.1.3.1). ÙÔ àìåá ñåêðåòèðóåòñÿ â
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó; àêòèâíîñòü åå â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ìàëà. Âîïðîñ î ïðèíàäëåæíîñòè «áûñòðîé»
è «ñðåäíåé» ôîñôàòàç ê îïðåäåëåííîìó êëàññó îñòàåòñÿ ïîêà íåðåøåííûì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àìåáà Amoeba proteus, ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà, ñóáñòðàòíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: áèñ-n-ÍÔÔ — áèñ-n-íèòðîôåíèëôîñôàò, ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé
ãåëü, n-ÍÔÔ — n-íèòðîôåíèëôîñôàò, ÒÕÓ — òðèõëîðóêñóñíàÿ êèñëîòà, ÙÔ — ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà.

Èçâåñòíî, ÷òî ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà (ÙÔ; ÊÔ 3.1.3.1)
êàòàëèçèðóåò êàê ðàñùåïëåíèå ôîñôîìîíîýôèðîâ â ùå-
ëî÷íîé ñðåäå ñ îáðàçîâàíèåì íåîðãàíè÷åñêèõ ôîñôàòîâ
è ñïèðòîâ, òàê è ðåàêöèþ òðàíñôîñôîðèëèðîâàíèÿ (Ëîé-
äà è äð., 1982). Ðàíåå (Ñîïèíà, 2005) ó Amoeba proteus
(øòàìì B) ïîñëå äèñê-ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ è ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà 1-íàôòèëôîñôàòà
(pH 9.0) áûëè âûÿâëåíû «ìåäëåííàÿ» (1—5 ïîëîñ),
«ñðåäíÿÿ» (1 ïîëîñà) è «áûñòðàÿ» (1 ïîëîñà) ôîñôàòàçû.
Èñïîëüçîâàíèå èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà ïîçâîëèëî âûÿ-
âèòü ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó íèìè. Òàê, îðòîâà-
íàäàò íàòðèÿ, ìîëèáäàò àììîíèÿ è ZnCl2 èíàêòèâèðîâà-
ëè «áûñòðóþ» è «ñðåäíþþ» ôîñôàòàçû ïîëíîñòüþ, à
«ìåäëåííóþ» — â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè. «Ñðåäíÿÿ»
ôîñôàòàçà îòëè÷àåòñÿ îò «ìåäëåííîé» è «áûñòðîé» òåì,
÷òî ïåðâàÿ àêòèâèðîâàëàñü L-öèñòåèíîì, à äâå ïîñëåä-
íèå ïîëíîñòüþ èíãèáèðîâàëèñü èì. «Ìåäëåííàÿ» è
«ñðåäíÿÿ» ôîñôàòàçû ïîëíîñòüþ èíàêòèâèðîâàëèñü
MnCl2, òîãäà êàê «áûñòðàÿ» ñîõðàíÿëà ñâîþ àêòèâíîñòü.
L-(+)-òàðòðàò íàòðèÿ èíãèáèðîâàë «áûñòðóþ» ôîñôàòàçó
ïîëíîñòüþ, «ñðåäíþþ» — â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè è íå
îêàçûâàë íèêàêîãî âëèÿíèÿ íà àêòèâíîñòü «ìåäëåííîé».
Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ ìîæíî áûëî ïîäðàçäåëèòü
ôîñôàòàçû (pH 9.0) A. proteus íà «áûñòðóþ» Mn-óñòîé-
÷èâóþ, «ñðåäíþþ» öèñòåèí-óñòîé÷èâóþ, «ìåäëåííóþ»
Zn- èëè âàíàäàò/ìîëèáäàò-óñòîé÷èâóþ è «ìåäëåííóþ» ñ
íåáîëüøîé ïðèìåñüþ «ñðåäíåé» òàðòðàò-óñòîé÷èâóþ.
Íà îñíîâàíèè èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà è îïûòîâ ñ ðåàêòè-

âàöèåé «ìåäëåííîé» ôîñôàòàçû èîíàìè Zn2+ ïîñëå åå
èíàêòèâàöèè ÝÄÒÀ áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî èç òðåõ îñíîâíûõ ôîñôàòàç àìåá, âûÿâëÿåìûõ
ïðè pH 9.0, òîëüêî «ìåäëåííàÿ» ìîæåò ñ÷èòàòüñÿ ÙÔ
(Ñîïèíà, 2005). Ìíîæåñòâåííûå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå
ôîðìû ýòîé ÙÔ âåëè ñåáÿ îäèíàêîâî ïðè âîçäåéñòâèè
ðàçëè÷íûõ èíãèáèòîðîâ. Ïî-âèäèìîìó, îíè ÿâëÿþòñÿ
ãëèêîôîðìàìè îäíîãî è òîãî æå ôåðìåíòà, ðàçëè÷àþùè-
ìèñÿ ÷èñëîì ïðèñîåäèíåííûõ óãëåâîäíûõ öåïî÷åê.

Çàäà÷åé íàøåé ðàáîòû áûëî âûÿñíèòü, ñåêðåòèðóþò-
ñÿ ëè ôîñôàòàçû àìåá A. proteus â îêðóæàþùóþ ñðåäó,
îïðåäåëèòü ñóáñòðàòíóþ ñïåöèôè÷íîñòü êàæäîé èç ÷å-
òûðåõ óêàçàííûõ âûøå ôîñôàòàç â íàäîñàäî÷íîé æèäêî-
ñòè ãîìîãåíàòîâ è ïîïûòàòüñÿ óñòàíîâèòü ïðèíàäëåæ-
íîñòü «áûñòðîé» è «ñðåäíåé» ôîñôàòàç ê îïðåäåëåííîìó
êëàññó ôîñôàòàç.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðàáîòà âûïîëíåíà íà àìåáàõ A. proteus (øòàììû B è
Bk). Àìåá êóëüòèâèðîâàëè ïðè 25 °Ñ (Prescott, Carrier,
1964) è êîðìèëè èíôóçîðèÿìè Tetrahymena pyriformis
(øòàìì GL), êîòîðûõ âûðàùèâàëè â àêñåíè÷åñêèõ óñëî-
âèÿõ.

Îòìûòûõ ãîëîäíûõ àìåá (÷åðåç 3—4 ñóò ïîñëå ïî-
ñëåäíåãî êîðìëåíèÿ) ïåðåíîñèëè â ìèêðîïðîáèðêè è
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (Ê-24, 10 000 îá/ìèí,
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5 ìèí, 4 °Ñ). Îñàæäåííûå êëåòêè ïîñëå äîáàâëåíèÿ ê
íèì 1%-íîãî Òðèòîíà X-100 ðàçðóøàëè â òåõ æå ìèêðî-
ïðîáèðêàõ âðàùåíèåì ïåñòèêà. Ïîëó÷åííûå ãîìîãåíàòû
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 13 000 îá/ìèí (15 ìèí, 4 °Ñ). Ãî-
ìîãåíàòû èç òåòðàõèìåí, ïðåäâàðèòåëüíî ñêîíöåíòðèðî-
âàííûõ öåíòðèôóãèðîâàíèåì (Ò32ñ, 1000 îá/ìèí, 3 ìèí),
ïîëó÷àëè òàê æå, êàê è ãîìîãåíàòû èç àìåá. Ñîäåðæàíèå
áåëêà â íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè ãîìîãåíàòîâ îïðåäåëÿëè
ïî ìåòîäó Ëîóðè.

Êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, ñîáðàííóþ èç ñîñóäà ñ áîëü-
øèì êîëè÷åñòâîì àìåá, äâàæäû öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè 13 000 îá/ìèí (15 ìèí, 4 °Ñ). Ñóïåðíàòàíò ñìåøèâà-
ëè ñ 40%-íîé ñàõàðîçîé (2 : 1) è ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôî-
ðåçó.

Ôîñôàòàçíóþ àêòèâíîñòü â ãåëÿõ ïðè ùåëî÷íîì çíà-
÷åíèè pH ïîñëå äèñê-ýëåêòðîôîðåçà â 10%-íîì ÏÀÀÃ
âûÿâëÿëè â ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 100 ìã 1-íàôòèë-
ôîñôàòà, 100 ìã ñîëè ïðî÷íîãî ñèíåãî ÐÐ, 100 ìë
0.1Ì Òðèñ-HCl -áóôåðà (pH 9.0) è 1 ìë 0.01 Ì MgCl2; ðå-
àêöèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ (Ñåðîâ è
äð., 1977; Ñîïèíà, 2005). Äëÿ âûÿâëåíèÿ ôîñôàòàçíîé àê-
òèâíîñòè ïðè êèñëîì çíà÷åíèè pH ãåëè ïîñëå ýëåêòðîôî-
ðåçà èíêóáèðîâàëè â ñìåñè, ñîñòîÿùåé èç 100 ìã 1-íà-
ôòèëôîñôàòà, 100 ìã ñîëè ïðî÷íîãî ÷åðíîãî Ê è 100 ìë
0.05 Ì öèòðàòíîãî áóôåðà (pH 4.0), â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè
30 °Ñ (Ñåðîâ è äð., 1977; Ñîïèíà, 1998). Îêðàøåííûå
ãåëè ôèêñèðîâàëè 7.5%-íîé óêñóñíîé êèñëîòîé è ñêàíè-
ðîâàëè íà ìèêðîäåíñèòîìåòðå MD-100. Ïèêè íà äåíñè-
òîãðàììàõ, ñîîòâåòñòâóþùèå ôîñôàòàçíîé àêòèâíîñòè
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ôîðì, íóìåðîâàëè â ïîðÿäêå óìåíü-
øåíèÿ èõ ïîäâèæíîñòè â ãåëå.

Ïðè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîì îïðåäåëåíèè ôîñôà-
òàçíîé àêòèâíîñòè â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà èñïîëüçîâàëè
10 ìÌ äâóòðèñîâóþ ñîëü n-ÍÔÔ, ðàñòâîðåííóþ â 0.1 Ì
Òðèñ-HCl-áóôåðå (pH 9.0 èëè 10.0) âìåñòå ñ 0.1 Ì NaCl
(èëè áåç íåãî) ëèáî ñ 1—10 ìÌ MgCl2 (èëè áåç íåãî).
Ê 5 ìêë íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè ãîìîãåíàòà äîáàâëÿëè
5 ìêë èíãèáèòîðà (0.1 Ì L-(+)-òàðòðàòà íàòðèÿ, 0.1 Ì
MnCl2, 20 ìÌ ñîëÿíîêèñëîãî L-öèñòåèíà èëè 10 ìÌ
ZnCl2) è ïîñëå âûäåðæèâàíèÿ ñìåñè ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå (30 ìèí) äîáàâëÿëè ê íåé 990 ìêë ñóáñòðàòà.
Ôåðìåíòàòèâíóþ ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ïðè 37 °Ñ (30 ìèí)
è îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì 20 ìêë 3 Ì NaOH (Baykov
et al., 1988). Ïîñëå ýòîãî ïðîáû âûäåðæèâàëè ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 20 ìèí, à çàòåì ôîòîìåò-
ðèðîâàëè íà ñïåêòðîôîòîìåòðå Spekol 211 ïðè 405 íì.
Ôîñôàòàçíóþ àêòèâíîñòü îöåíèâàëè ïî âåëè÷èíå ñâåòî-
ïîãëîùåíèÿ çà âû÷åòîì ýêñòèíêöèè âîäíîãî êîíòðîëÿ
áåç áåëêà è âûðàæàëè â ìèêðîìîëÿõ n-íèòðîôåíîëà çà
1 ìèí ïðè 37 °Ñ â ðàñ÷åòå íà 1 ìã áåëêà. Äîñòîâåðíîñòü
ðàçëè÷èé â ôîñôàòàçíîé àêòèâíîñòè îöåíèâàëè ñ ïîìî-
ùüþ t-êðèòåðèÿ ïðè 5%-íîì óðîâíå çíà÷èìîñòè, ïðåäïî-
ëàãàÿ íîðìàëüíîå ðàñïðåäåëåíèå ýòîé ïåðåìåííîé.

Ñóáñòðàòíóþ ñïåöèôè÷íîñòü ôîñôàòàç (pH 9.0)
îïðåäåëÿëè ïî îñâîáîæäåíèþ íåîðãàíè÷åñêîãî ôîñôàòà
(Pi) çà âû÷åòîì Pi íåýíçèìàòè÷åñêîãî ãèäðîëèçà ñóáñòðà-
òà òðåìÿ ðàçíûìè ñïîñîáàìè. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ ê 5 ìêë
íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè ãîìîãåíàòà (ñîäåðæàíèå áåëêà â
ïðîáàõ êîëåáàëîñü îò 62.5 äî 67.5 ìêã) äîáàâëÿëè 5 ìêë
òîãî èëè èíîãî èíãèáèòîðà (ñì. âûøå). Ïðîáû âûäåðæè-
âàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 30 ìèí, à çà-
òåì äîáàâëÿëè ê íèì 200 ìêë (ñïîñîáû 1 è 2) èëè
490 ìêë (ñïîñîá 3) 30 ìÌ ñóáñòðàòà, ðàñòâîðåííîãî â
0.1 Ì Òðèñ-HCl-áóôåðå (pH 9.0) ñ 5 ìÌ MgCl2 (èëè áåç
íåãî) è ïîìåùàëè íà 40 ìèí ïðè 37 °Ñ.

Ñ ï î ñ î á 1. Ôåðìåíòàòèâíóþ ðåàêöèþ îñòàíàâëèâà-
ëè äîáàâëåíèåì 50 ìêë îõëàæäåííîé 3.75 ìÌ ÒÕÓ, ïî-
ñëå ÷åãî ïðîáû ïîìåùàëè â ñîñóä ñî ëüäîì íà 5 ìèí. Äå-
íàòóðèðîâàííûé áåëîê îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
(13 000 îá/ìèí, 4 °Ñ, 10 ìèí). 200 ìêë ñóïåðíàòàíòà äî-
âîäèëè äî 1 ìë äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è ïîñëå ýòîãî
ïðîâîäèëè àíàëèç îñâîáîäèâøåãîñÿ Pi (Black, Jones,
1983; Kaija et al., 2002).

Ñ ï î ñ î á 2. Ôåðìåíòàòèâíóþ ðåàêöèþ îñòàíàâëèâà-
ëè äîáàâëåíèåì 20 ìêë îõëàæäåííîé 50%-íîé ÒÕÓ è ïî-
ìåùåíèåì ïðîá â ñîñóä ñî ëüäîì íà 5 ìèí. Çàòåì ïðîáû
öåíòðèôóãèðîâàëè òàê æå, êàê è ïðè ñïîñîáå 1. Ê 200 ìë
ñóïåðíàòàíòà äîáàâëÿëè 1 ìë ñìåñè, ñîäåðæàùåé 1.2 Ì
H2SO4, 0.5%-íûé ìîëèáäàò àììîíèÿ è 2%-íóþ àñêîðáè-
íîâóþ êèñëîòó (Chen et al., 1956).

Ñ ï î ñ î á 3. Ôåðìåíòàòèâíóþ ðåàêöèþ â ïðîáàõ çà-
êàí÷èâàëè äîáàâëåíèåì 150 ìêë îõëàæäåííîé 25%-íîé
ÒÕÓ è 50 ìêë 10%-íîãî àëüáóìèíà, ïîñëå ÷åãî ïðîáû
ïîìåùàëè â ñîñóä ñî ëüäîì. Çàòåì èõ öåíòðèôóãèðîâàëè
òàê æå, êàê è ïðè ñïîñîáàõ 1 è 2. Ê 650 ìêë ñóïåðíàòàíòà
äîáàâëÿëè 650 ìêë òàêîé æå ñìåñè, êàê è ïðè ñïîñîáå 2.
Ïðè ñïîñîáàõ 2 è 3 ïðîáû ïðîãðåâàëè ïðè 56 °Ñ (15 ìèí)
è ñðàçó æå ôîòîìåòðèðîâàëè ïðè 750 íì (Mustelin et al.,
1989; Vincent et al., 1999; Jeon et al., 2002).

Ïðè îïðåäåëåíèè ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè ôîñ-
ôàòàç èñïîëüçîâàëè 10 ñîåäèíåíèé: n-ÍÔÔ (äâóòðèñîâàÿ
èëè äâóíàòðèåâàÿ ñîëü), 1- è 2-íàôòèëôîñôàòû (äâó-
íàòðèåâûå ñîëè), 1- è 2-ãëèöåðîôîñôàòû (äâóíàòðè-
åâûå ñîëè), ãëþêîçî-6-ôîñôàò (äâóíàòðèåâàÿ ñîëü),
áèñ-n-ÍÔÔ (íàòðèåâàÿ ñîëü), O-ôîñôî-L-òèðîçèí,
O-ôîñôî-L-ñåðèí è O-ôîñôî-L-òðåîíèí.

Ðåçóëüòàòû

Èçâåñòíî, ÷òî ïèùåâàðèòåëüíûé öèêë A. proteus çà-
âåðøàåòñÿ â òå÷åíèå 3 ñóò (Chapman-Andresen, 1977). Íå-
ñìîòðÿ íà òî ÷òî ìû ïîëó÷àëè ãîìîãåíàòû èç ãîëîäíûõ
àìåá, òåì íå ìåíåå ñî÷ëè íåîáõîäèìûì ñðàâíèòü ñïåêò-
ðû ôîñôàòàç àìåá è èíôóçîðèé Tetrahymena pyriformis
(øòàìì GL), êîòîðûå ñëóæèëè èì ïèùåé, ïðè îäíîì è
òîì æå ñïîñîáå ïîëó÷åíèÿ ãîìîãåíàòà è îäíîì è òîì æå
ìåòîäå ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ (ðèñ. 1). Ùåëî÷íûå ôîñ-
ôàòàçû ó òåòðàõèìåí ðàíåå íå èññëåäîâàëèñü. Îáíàðóæå-
íî, ÷òî ó ýòèõ èíôóçîðèé ôîñôàòàçû (pH 9.0) îáû÷íî
ïðåäñòàâëåíû 7 ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèìè ïîëîñàìè. Çíà-
÷èòåëüíàÿ äîëÿ ôîñôàòàçíîé àêòèâíîñòè òåòðàõèìåí
ïðèõîäèòñÿ íà ïîëîñû 1, 2 è 6. 3 èç 7 ïîëîñ (4—6) ñîâïà-
äàþò ïî ïîäâèæíîñòè ñ îñíîâíîé ïîëîñîé àìåá (5) è äâó-
ìÿ ìèíîðíûìè (3 è 4), êîòîðûå ÷àñòî ïðèñóòñòâóþò â
ñïåêòðå ôîñôàòàç (pH 9.0) àìåá ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà
20—25 ìêã áåëêà. Ïîýòîìó íåëüçÿ èñïîëüçîâàòü â îïû-
òàõ õîðîøî íàêîðìëåííûõ àìåá. Ñëåäóåò òàêæå îòìå-
òèòü, ÷òî íè «áûñòðàÿ» (1), íè «ñðåäíÿÿ» (2) ôîñôàòàçû
àìåá íå ñîâïàäàþò ïî ïîäâèæíîñòè ñ òàêîâûìè òåòðà-
õèìåí.

Èçâåñòíî, ÷òî â öèòîïëàçìå àìåá øòàììà B ïðèñóò-
ñòâóþò ìíîãî÷èñëåííûå áàêòåðèè — ñâîáîäíûå è â âà-
êóîëÿõ (Ñîïèíà, Ôîêèí, 1993), âêëàä êîòîðûõ â ñïåêòð
ôîñôàòàç àìåá íå îïðåäåëÿëñÿ. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ñèì-
áèîòè÷åñêèå X-áàêòåðèè, âûäåëåííûå èç A. proteus
(øòàìì D), óñòîé÷èâû ê òàêèì äåòåðãåíòàì, êàê Òðèòîí
X-100 è Brij (Jeon, 1980), ìû ñðàâíèëè ñïåêòðû ôîñôàòàç
àìåá øòàììà Bk, â öèòîïëàçìå êîòîðîãî íåò áàêòåðèàëü-
íûõ ýíäîáèîíòîâ (Ñîïèíà, Ôîêèí, 1993), è øòàììà B.
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Îêàçàëîñü, ÷òî ó àìåá îáîèõ øòàììîâ ïðè pH 9.0 ïðèñóò-
ñòâóþò 3 ôîñôàòàçû. Ñëåäîâàòåëüíî, «áûñòðàÿ» è «ñðåä-
íÿÿ» ôîñôàòàçû — àìåáíîãî, à íå áàêòåðèàëüíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ.

Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ñðåäû, â êîòîðîé íàõîäèëèñü
àìåáû, áûëà îáíàðóæåíà åäèíñòâåííàÿ ôîñôàòàçíàÿ ïî-
ëîñà, ïîäâèæíîñòü êîòîðîé íåìíîãî çàìåäëåíà ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ òàêîâîé ïîëîñû 4 ñ íàèáîëüøåé àêòèâíîñòüþ ó
àìåá (ðèñ. 2). Ñëåäîâàòåëüíî, òîëüêî «ìåäëåííàÿ» ôîñ-
ôàòàçà àìåá ñåêðåòèðóåòñÿ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó. Àê-
òèâíîñòü åå â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ìàëà.

Ðåçóëüòàòû ñðàâíåíèÿ ôîñôàòàçíûõ àêòèâíîñòåé ïðè
êèñëîì è ùåëî÷íîì çíà÷åíèÿõ pH ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 3. Âèäíî, ÷òî èç 6 ôîñôàòàçíûõ ôðàêöèé, âûÿâëÿå-
ìûõ ïðè pH 4.0 è ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ñóáñòðà-
òà 1-íàôòèëôîñôàòà, 2 (4 è 6) ñîâïàäàþò ïî ïîäâèæíîñòè
ñ äâóìÿ ôîñôàòàçíûìè ôðàêöèÿìè, âûÿâëÿåìûìè ïðè

pH 9.0 è ïðè èñïîëüçîâàíèè òîãî æå ñóáñòðàòà, — 1
(«áûñòðàÿ») è 2 («ñðåäíÿÿ»).

Â îòëè÷èå îò ðàáîòû Êîíîíîâîé ñ ñîàâòîðàìè (2000)
è ïðåäûäóùåé íàøåé ðàáîòû (Ñîïèíà, 2005) ïðè îïðåäå-
ëåíèè n-ÍÔÔàçíîé àêòèâíîñòè àìåá 0.1 Ì NaCl íå äî-
áàâëÿëè ê 0.1 Ì Òðèñ-HCl-áóôåðó (pH 9.0), ïîñêîëüêó
àêòèâíîñòè òàðòðàò-óñòîé÷èâîé ôîñôàòàçû («ìåäëåí-
íîé» ñ íåáîëüøîé ïðèìåñüþ «ñðåäíåé») â ïðèñóòñòâèè
åãî è áåç íåãî íå ðàçëè÷àëèñü: 0.076 ± 0.004 (n = 6) è
0.087 ± 0.005 (n = 3) ñîîòâåòñòâåííî.

Ïðè îïðåäåëåíèè âëèÿíèÿ èîíîâ Mg2+ íà n-ÍÔÔàç-
íóþ àêòèâíîñòü òàðòðàò-óñòîé÷èâîé ôîñôàòàçû áûëî îá-
íàðóæåíî, ÷òî ïðèñóòñòâèå â áóôåðíîì ðàñòâîðå 1 èëè
5 ìÌ MgCl2 óâåëè÷èâàåò ýòó àêòèâíîñòü. Îäíàêî â
ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ MgCl2 àêòèâíîñòü òàðòðàò-óñòîé÷è-
âîé ôîñôàòàçû ñíèæàåòñÿ è óæå íå îòëè÷àåòñÿ îò åå àê-
òèâíîñòè â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ MgCl2, õîòÿ è ïðåâûøàåò
åå â îòñóòñòâèå èîíîâ Mg2+ â áóôåðå (òàáë. 1).

Â îòëè÷èå îò íàøåé áîëåå ðàííåé ðàáîòû (Ñîïèíà,
2005) n-ÍÔÔàçíàÿ àêòèâíîñòü ôîñôàòàç áûëà îïðåäåëå-
íà ñ èñïîëüçîâàíèåì îäíîãî è òîãî æå Òðèñ-HCl-áóôåðà
(pH 9.0 è 10.0) áåç äîáàâëåíèÿ ê íåìó èîíîâ Mg2+

(òàáë. 2). Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè pH 10.0 ïî ñðàâíåíèþ ñ
pH 9.0 àêòèâíîñòü âñåõ ôîñôàòàç ñíèæàåòñÿ — â 1.5 ðàçà
ó «ìåäëåííîé», â 1.9 ðàçà ó «ñðåäíåé» è â 2.3 ðàçà ó «áû-
ñòðîé». Ïðè pH 9.0 íàèáîëüøàÿ n -ÍÔÔàçíàÿ àêòèâíîñòü
õàðàêòåðíà äëÿ «áûñòðîé» è «ñðåäíåé» ôîðì è íàèìåíü-
øàÿ — äëÿ «ìåäëåííîé». Åñëè ïðè pH 9.0 àêòèâíîñòü
«áûñòðîé» ôîðìû âûøå òàêîâîé «ñðåäíåé» ôîðìû, òî
ïðè pH 10.0 ýòè àêòèâíîñòè íå ðàçëè÷àþòñÿ, íî ïðåâû-
øàþò àêòèâíîñòè êàê «ìåäëåííîé» ôîñôàòàçû, òàê è
«ìåäëåííîé» ñ ïðèìåñüþ «ñðåäíåé».
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Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå ôîðìû ôîñôàòàçíîé àêòèâíîñòè
ó Amoeba proteus øòàììà B (à) è èíôóçîðèé Tetrahymena pyri-
formis øòàììà GL (á), âûÿâëÿåìûå ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà â
ÏÀÀÃ è ïîñëåäóþùåé îêðàñêè ãåëåé â èíêóáàöèîííîé ñìåñè,
ñîäåðæàùåé â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà 1-íàôòèëôîñôàò (pH 9.0).

Ïî îñè àáñöèññ — ðàññòîÿíèå îò ñòàðòîâîé ëèíèè ðàçäåëÿþùåãî ãåëÿ,
óñë. åä.; ïî îñè îðäèíàò — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ãåëÿ, % ïîëíîãî ïîãëî-

ùåíèÿ ñâåòà. 1—7 — íîìåðà ôðàêöèé ôîñôàòàçíîé àêòèâíîñòè.

Fig. 1. Densitograms of electrophoretic forms of phosphatase acti-
vity in Amoeba proteus (strain B) (à) and Tetrahymena pyriformis
(strain GL) (á) after electrophoresis and a subsequent gel staining
in 1-naphthyl phosphate containing incubation mixture (pH 9.0).

Abscissa — distance from the origin (a. u.); ordinate — optical density of
bands (per cent of total absorption). 1—7 — numbers of bands in decreasing

order of electrophoretic mobilities.

Ðèñ. 2. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå ôîðìû ôîñôàòàçíîé àêòèâíîñòè ó
Amoeba proteus øòàììà B (à) è â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå (á), â êî-
òîðîé íàõîäèëèñü ýòè àìåáû, âûÿâëÿåìûå ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà
â ÏÀÀÃ è ïîñëåäóþùåé îêðàñêè ãåëåé â èíêóáàöèîííîé ñìåñè,

ñîäåðæàùåé â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà 1-íàôòèëôîñôàò (pH 9.0).

Îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.

Fig. 2. Densitograms of electrophoretic forms of phosphatase acti-
vities in Amoeba proteus (strain B) (à) and in culture medium (á)
after electrophoresis and a subsequent gel staining in 1-naphthyl

phosphate containing incubation mixture (pH 9.0).

Axes are the same as in Fig. 1.



Ïðè îöåíêå ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè òàðòðàò-
óñòîé÷èâîé ôîñôàòàçû áåç äîáàâëåíèÿ èîíîâ Mg2+ â ðå-
àêöèîííóþ ñìåñü áûëà óñòàíîâëåíà åå øèðîêàÿ ñóáñò-
ðàòíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü (òàáë. 3). Õîòÿ öèôðû îòíîñèòåëü-
íîé àêòèâíîñòè è ðàçëè÷àëèñü ïðè ðàçíûõ ñïîñîáàõ
îïðåäåëåíèÿ îñâîáîæäåíèÿ íåîðãàíè÷åñêîãî ôîñôàòà,
ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò îêàçàëñÿ îäèíàêîâûì. Îáíàðóæå-
íî, ÷òî òàðòðàò-óñòîé÷èâàÿ ôîñôàòàçà â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè ãèäðîëèçóåò n-ÍÔÔ, 1- è 2-íàôòèëôîñôàòû,
ñëàáåå — ãëþêîçî-6-ôîñôàò è áèñ-n-ÍÔÔ è â åùå ìåíü-
øåé ñòåïåíè — 1- è 2-ãëèöåðîôîñôàòû.

Àêòèâíîñòü «ìåäëåííîé» ôîñôàòàçû êðàéíå íèçêà
èç-çà çíà÷èòåëüíîé èíàêòèâàöèè åå èîíàìè Zn2+ (òàáë. 2).
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè ýòîé ôîñ-
ôàòàçû íåîáõîäèìî áûëî óâåëè÷èòü åå àêòèâíîñòü, ÷òî è
áûëî ñäåëàíî ñ ïîìîùüþ 5 ìÌ MgCl2 (òàáë. 4). Âêëþ÷å-
íèåì â áóôåðíûé ðàñòâîð èîíîâ Mg2+ â ýòîé êîíöåíòðà-
öèè óäàëîñü äîâåñòè n-ÍÔÔàçíóþ àêòèâíîñòü Zn-óñòîé-
÷èâîé ôîñôàòàçû äî óðîâíÿ àêòèâíîñòè òàðòðàò-óñòîé-
÷èâîé â îòñóòñòâèå èîíîâ Mg2+ â áóôåðå. Îäíàêî â
ïðèñóòñòâèè 5 ìÌ MgCl2 àêòèâíîñòü òàðòðàò-óñòîé÷è-
âîé ôîñôàòàçû â 1.4 ðàçà ïðåâûøàåò òàêîâóþ Zn-óñòîé-
÷èâîé.

Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò äàë âîçìîæíîñòü îïðåäåëèòü
ñóáñòðàòíóþ ñïåöèôè÷íîñòü òðåõ ôîñôàòàç, âûÿâëÿåìûõ
ïðè pH 9.0 â íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè ãîìîãåíàòîâ
àìåá, — «ìåäëåííîé» (Zn-óñòîé÷èâîé), «ñðåäíåé» (öèñ-
òåèí-óñòîé÷èâîé) è «áûñòðîé» (Mn-óñòîé÷èâîé)
(òàáë. 5). Âèäíî, ÷òî èç 10 èñïûòàííûõ ñîåäèíåíèé âñå
ôîñôàòàçû ïðåäïî÷òèòåëüíî ãèäðîëèçóþò n-ÍÔÔ. Îòíî-
ñèòåëüíàÿ àêòèâíîñòü «ìåäëåííîé» ôîñôàòàçû â îòíîøå-
íèè íàôòèëôîñôàòîâ ñðàâíèìà ñ òàêîâîé â îòíîøåíèè
n-ÍÔÔ. Åñëè «ìåäëåííàÿ» ôîñôàòàçà ïðèìåðíî â ðàâíîé
ñòåïåíè ãèäðîëèçóåò 1- è 2-íàôòèëôîñôàòû, òî «ñðåä-

íÿÿ» è â îñîáåííîñòè «áûñòðàÿ» èç ýòèõ äâóõ ñóáñòðàòîâ
îòäàþò ïðåäïî÷òåíèå ïåðâîìó. Íà ýòî ñëåäóåò îáðàòèòü
âíèìàíèå, â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ðàíåå (Ñîïèíà, 2005) ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè 2-íàôòèëôîñôàòà äëÿ îêðàñêè ãåëåé ïî-
ñëå ýëåêòðîôîðåçà 10 ìêã áåëêà «áûñòðàÿ» è «ñðåäíÿÿ»
ôîñôàòàçû íå âûÿâëÿëèñü. Ïðè÷èíà ðàñõîæäåíèÿ ïî-
ëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ çàêëþ÷àåòñÿ, ïî-âèäèìîìó, â òîì,
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Ðèñ. 3. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå ôîðìû ôîñôàòàçíîé àêòèâíîñòè ó
Amoeba proteus øòàììà B, âûÿâëÿåìûå ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà â
ÏÀÀÃ è ïîñëåäóþùåé îêðàñêè ãåëåé â èíêóáàöèîííîé ñìåñè,
ñîäåðæàùåé â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà 1-íàôòèëôîñôàò, ïðè ðàçíûõ

çíà÷åíèÿõ pH.

à — 0.05 Ì öèòðàòíûé áóôåð, pH 4.0; á — 0.1 Ì Òðèñ-HCl-áóôåð, pH 9.0.
Îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.

Fig. 3. Densitograms of electrophoretic forms of phosphatase acti-
vity in Amoeba proteus (strain B) after electrophoresis and a subse-
quent gel staining in 1-naphthyl phosphate containing incubation

mixture at different pH.

à — 0.05 M citrate buffer, pH 4.0; á — 0.1 M Tris-HCl buffer, pH 9.0. Axes
are the same as Fig. 1.

Ò à á ë è ö à 1

Âëèÿíèå èîíîâ Mg2+ íà n-ÍÔÔàçíóþ àêòèâíîñòü
òàðòðàò-óñòîé÷èâîé ôîñôàòàçû («ìåäëåííîé»

ñ ïðèìåñüþ «ñðåäíåé») ó Amoeba proteus

Êîíöåíòðàöèÿ MgCl2, ìÌ
n-ÍÔÔàçíàÿ àêòèâíîñòü, ìêìîëü

n-íèòðîôåíîëà íà 1 ìã áåëêà
çà 1 ìèí ïðè 37 °C, x sx± à

0 0.085 ± 0.003

1 0.098 ± 0.005

5 0.129 ± 0.004

10 0.101 ± 0.004

à Êàæäîå ñðåäíåå ïîëó÷åíî èç 6 èçìåðåíèé.

Ò à á ë è ö à 2

n-ÍÔÔàçíàÿ àêòèâíîñòü ôîñôàòàç ó Amoeba proteus
ïðè ðàçíûõ pH 0.1 M Òðèñ-HCl-áóôåðà

Ôîñôàòàçà

n-ÍÔÔàçíàÿ àêòèâíîñòü, ìêìîëü
n-íèòðîôåíîëà íà 1 ìã áåëêà

çà 1 ìèí ïðè 37 °C, x sx± à

pH 9.0 pH 10.0

«Áûñòðàÿ» 0.192 ± 0.001 0.084 ± 0.006

«Ñðåäíÿÿ» 0.128 ± 0.002 0.066 ± 0.007

«Ìåäëåííàÿ» 0.043 ± 0.003 0.028 ± 0.003

«Ìåäëåííàÿ» ñ ïðèìåñüþ
«ñðåäíåé»

0.095 ± 0.001 0.050 ± 0.003

à Êàæäîå ñðåäíåå ïîëó÷åíî èç 3—6 èçìåðåíèé. MgCl2 íå âêëþ÷àëè
â ñîñòàâ ðåàêöèîííîé ñìåñè.

Ò à á ë è ö à 3

Ñóáñòðàòíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü òàðòðàò-ðåçèñòåíòíîé
ôîñôàòàçû («ìåäëåííîé» ñ ïðèìåñüþ «ñðåäíåé») ó Amoeba

proteus

Ñóáñòðàò

Îòíîñèòåëüíàÿ àêòèâíîñòü ôîñôàòàçû,
îïðåäåëåííàÿ òðåìÿ ðàçíûìè ñïîñîáàìè, %à

1 2 3

1-Íàôòèëôîñôàò 78 71 84

2-Íàôòèëôîñôàò 74 75 93

Áèñ-n-ÍÔÔ 57 39 66

Ãëþêîçî-6-ôîñôàò 52 43 63

1-Ãëèöåðîôîñôàò 38 20 21

2-Ãëèöåðîôîñôàò 34 24 20

n-ÍÔÔ 100 100 100

à Çà 100 % ïðèíèìàëè àêòèâíîñòü ôîñôàòàçû ïðè èñïîëüçîâàíèè â
êà÷åñòâå ñóáñòðàòà n-ÍÔÔ.



÷òî ïðè îïðåäåëåíèè îñâîáîæäåíèÿ íåîðãàíè÷åñêèõ
ôîñôàòîâ êîíöåíòðàöèÿ áåëêà â ïðîáå â 6.2—6.8 ðàçà
ïðåâûøàåò ñîäåðæàíèå áåëêà, âíîñèìîãî â êîíöåíòðè-
ðóþùèé ãåëü ïåðåä ýëåêòðîôîðåçîì. Â äîïîëíåíèå
ê ýòîìó êîíöåíòðàöèÿ íàôòèëôîñôàòîâ ïðè îïðåäåëåíèè
îñâîáîæäåíèÿ ôîñôàòîâ â 8 ðàç áîëüøå, ÷åì ïðè îêðàñ-
êå ãåëåé. «Áûñòðàÿ» ôîñôàòàçà îòëè÷àåòñÿ îò «ñðåäíåé»
è «ìåäëåííîé» íèçêîé ñòåïåíüþ ãèäðîëèçà ãëþêî-
çî-6-ôîñôàòà. Âñå òðè ôîñôàòàçû ãèäðîëèçóþò áèñ-n-
ÍÔÔ, ò. å. îáëàäàþò ôîñôîäèýñòåðàçíîé àêòèâíîñòüþ,
êàê, íàïðèìåð, è ñåêðåòèðóåìàÿ ÙÔ Bacillus intermedius
(Øàðèïîâà è äð., 1998). Âñå ôîñôàòàçû ãèäðîëèçóþò
O-ôîñôî-L-òèðîçèí, íî «ìåäëåííàÿ» — íàèáîëåå èíòåí-
ñèâíî. Åñëè «ìåäëåííàÿ» ôîñôàòàçà íàðÿäó ñ O-ôîñ-
ôî-L-òèðîçèíîì õîðîøî ãèäðîëèçóåò O-ôîñôî-L-ñåðèí
è O-ôîñôî-L-òðåîíèí, òî «áûñòðàÿ» è «ñðåäíÿÿ» ãèäðî-
ëèçóþò ïîñëåäíèå íàìíîãî õóæå, îòäàâàÿ ïðåäïî÷òåíèå
O-ôîñôî-L-òèðîçèíó.

Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷-
íîñòè òàðòðàò-óñòîé÷èâîé è Zn-óñòîé÷èâîé ôîñôàòàç

ñïîñîáîì 2 ðàçëè÷àþòñÿ ëèøü òåì, ÷òî åñëè â ïåðâîì
ñëó÷àå 7 ñîåäèíåíèé, èñïîëüçóåìûõ â êà÷åñòâå ñóáñòðà-
òîâ, ïî îòíîñèòåëüíîé àêòèâíîñòè ìîæíî ðàçäåëèòü íà
òðè ãðóïïû, òî âî âòîðîì — íà äâå, îäíà èç êîòîðûõ îáú-
åäèíÿåò n-ÍÔÔ, 1- è 2-íàôòèëôîñôàòû, à âòîðàÿ —
áèñ-n-ÍÔÔ, ãëþêîçî-6-ôîñôàò, 1- è 2-ãëèöåðîôîñôàòû
(òàáë. 3, 5).

Îáñóæäåíèå

Èç áåñïîçâîíî÷íûõ ñóáñòðàòíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü ÙÔ
èçó÷åíà ó 4 âèäîâ ïðîòèñòîâ — Dictyostelium discoideum,
Chlamydomonas reinhardtii, Volvox carteri è Paramecium
tetraurella è ó 1 âèäà íàñåêîìûõ — Drosophila melano-
gaster (Harper, Armstrong, 1972; Klumpp, Schulz, 1990;
Quisel et al., 1996; Hallmann, 1999; Ubeidat, Rutherford,
2003).

Â îòëè÷èå îò ÙÔ ïåðå÷èñëåííûõ âûøå ïðîòèñòîâ
ñóáñòðàòíóþ ñïåöèôè÷íîñòü ôîñôàòàç (pH 9.0) A. prote-
us îïðåäåëÿëè â íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè ãîìîãåíàòîâ ñ
èñïîëüçîâàíèåì èíãèáèòîðîâ ôîñôàòàçíîé àêòèâíîñòè, à
íå äëÿ î÷èùåííûõ ôåðìåíòîâ. Ïîýòîìó ïîëó÷åííûå
íàìè ðåçóëüòàòû íóæäàþòñÿ â äîïîëíèòåëüíîì óòî÷íå-
íèè. Âñå ôîñôàòàçû A. proteus, âûÿâëÿåìûå ïðè pH 9.0,
êàê è ÙÔ äðóãèõ ïðîòèñòîâ, õàðàêòåðèçóþòñÿ øèðîêîé
ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ. Âñå ôîñôàòàçû A. proteus
â îòëè÷èå îò ÙÔ P. caudatum, Ch. reinhardtii è V. carteri
îáëàäàþò ôîñôîäèýñòåðàçíîé àêòèâíîñòüþ. Êàê è ó äðó-
ãèõ ïðîòèñòîâ, ïðåäïî÷èòàåìûì ñóáñòðàòîì ôîñôàòàç
A. proteus ÿâëÿåòñÿ n-ÍÔÔ. Ïîäîáíî îñíîâíîé è ìèíîð-
íîé ôîðìàì ÙÔ V. carteri âñå ôîñôàòàçû A. proteus â áî-
ëüøåé èëè ìåíüøåé ñòåïåíè ãèäðîëèçóþò O-ôîñ-
ôî-L-òèðîçèí.

Â ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè ôîñôàòàç A. proteus
áûëè îáíàðóæåíû ëèøü íåáîëüøèå ðàçëè÷èÿ: 1) «áûñò-
ðàÿ» ôîñôàòàçà â îòëè÷èå îò «ñðåäíåé» è «ìåäëåííîé»
ïî÷òè íå ãèäðîëèçóåò ãëþêîçî-6-ôîñôàò; 2) «áûñòðàÿ» è
«ñðåäíÿÿ» ôîñôàòàçû ïî ñðàâíåíèþ ñ «ìåäëåííîé» ëèøü
â íåçíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ãèäðîëèçóþò O-ôîñôî-L-ñå-
ðèí è O-ôîñôî-L-òðåîíèí; 3) «áûñòðàÿ» è «ñðåäíÿÿ»
ôîñôàòàçû ñëàáåå, ÷åì «ìåäëåííàÿ», ãèäðîëèçóþò íà-
ôòèëôîñôàòû è ôîñôî-L-òèðîçèí; 4) «ñðåäíÿÿ» ôîñôà-
òàçà è â îñîáåííîñòè «áûñòðàÿ» â ãèäðîëèçå 1- è 2-íà-
ôòèëôîñôàòîâ îòäàþò ïðåäïî÷òåíèå ïåðâîìó.

Ðàíåå (Ñîïèíà, 2005) íà îñíîâàíèè ïðîâåäåííîãî èí-
ãèáèòîðíîãî àíàëèçà è ðåàêòèâàöèè «ìåäëåííîé» ôîñôà-
òàçû A. proteus èîíàìè Zn2+ ïîñëå èíãèáèðîâàíèÿ åå
ÝÄÒÀ áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî èç òðåõ
ôîñôàòàç, âûÿâëÿåìûõ ïðè pH 9.0, òîëüêî «ìåäëåííàÿ»
ÿâëÿåòñÿ Zn-ìåòàëëîôåðìåíòîì è ìîæåò êëàññèôèöèðî-
âàòüñÿ êàê ÙÔ. Øèðîêàÿ ñóáñòðàòíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü
«ìåäëåííîé» ôîñôàòàçû ïîäòâåðæäàåò ýòî ïðåäïîëîæå-
íèå. Èç ëèòåðàòóðíûõ èñòî÷íèêîâ èçâåñòíî, ÷òî ÙÔ
ìíîãèõ áàêòåðèé è ìëåêîïèòàþùèõ èìåþò ïðîòåèíôîñ-
ôàòàçíóþ àêòèâíîñòü (Mellgren et al., 1977; Li et al.,
1979; Tabarini, Binstock, 1979; Harada et al., 1981; Yamas-
hita et al., 1990; Ansai et al., 1998). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî
ýòè ÙÔ ìîãóò äåéñòâîâàòü êàê ïðîòåèíôîñôàòàçû in
vivo. ÙÔ A. proteus, ïîäîáíî âíåêëåòî÷íîé ÙÔ ãðèáà
Aspergillus caespitosus è àëëåëüíûìè ôîðìàìè ÙÔ Dro-
sophila melanogaster (Harper, Armstrong, 1972; Guimaraes
et al., 2003), ãèäðîëèçóåò íå òîëüêî n-ÍÔÔ, íî è ôîñôî-
ðèëèðîâàííûå àìèíîêèñëîòû — O-ôîñôîñåðèí, O-ôîñ-
ôîòðåîíèí è O-ôîñôîòèðîçèí. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ÙÔ
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Ò à á ë è ö à 4

Âëèÿíèå èîíîâ Mg2+ íà n-ÍÔÔàçíóþ àêòèâíîñòü ôîñôàòàç

Ôîñôàòàçà
Êîíöåíòðà-
öèÿ MgCl2,

ìÌ

n-ÍÔÔàçíàÿ àêòèâ-
íîñòü, ìêìîëü
n-íèòðîôåíîëà

íà 1ìã áåëêà çà 1 ìèí
ïðè 37 °C, x sx± à

«Ìåäëåííàÿ» 0 0.043 ± 0.003

5 0.088 ± 0.004

«Ìåäëåííàÿ» ñ ïðèìåñüþ
«ñðåäíåé»

0 0.090 ± 0.007

5 0.126 ± 0.001

à Êàæäîå ñðåäíåå ïîëó÷åíî èç 3—6 èçìåðåíèé.

Ò à á ë è ö à 5

Ñóáñòðàòíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü ôîñôàòàç (pH 9.0)
ó Amoeba proteus, îïðåäåëåííàÿ ñïîñîáîì 2

Ñóáñòðàò

Îòíîñèòåëüíàÿ àêòèâíîñòü
ðàçíûõ ôîñôàòàç, %à

«ìåäëåííàÿ» «ñðåäíÿÿ» «áûñòðàÿ»

1-Íàôòèëôîñôàò 93 47 76

2-Íàôòèëôîñôàò 89 37 58

Áèñ-n-ÍÔÔ 43 42 45

Ãëþêîçî-6-ôîñôàò 34 41 9

1-Ãëèöåðîôîñôàò 34 43 36

2-Ãëèöåðîôîñôàò 30 42 36

O-ôîñôî-L-òèðîçèí 73 43 52

O-ôîñôî-L-ñåðèí 55 11 7

O-ôîñôî-L-òðåîíèí 63 13 12

n-ÍÔÔ 100 100 100

à Çà 100 % ïðèíèìàëè àêòèâíîñòü ôîñôàòàçû ïðè èñïîëüçîâàíèè â
êà÷åñòâå ñóáñòðàòà n-ÍÔÔ. 5 ìÌ MgCl2 âêëþ÷àëè â ðåàêöèîííóþ ñìåñü
ëèøü ïðè îïðåäåëåíèè ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè «ìåäëåííîé»
ôîñôàòàçû.



A. proteus îáëàäàåò íå òîëüêî ôîñôîìîíîýñòåðàçíîé è
ôîñôîäèýñòåðàçíîé àêòèâíîñòÿìè, íî è ïðîòåèíôîñôà-
òàçíîé àêòèâíîñòüþ.

Îáíàðóæåíî, ÷òî èç òðåõ ôîñôàòàç A. proteus òîëüêî
«ìåäëåííàÿ» ñåêðåòèðóåòñÿ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó. Ñëå-
äîâàòåëüíî, ñåêðåòèðóåìàÿ ÙÔ àìåá íàðÿäó ñ ñåêðåòè-
ðóåìûìè ÙÔ äðóãèõ îðãàíèçìîâ ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â
ãèäðîëèçå ýñòåðèôèöèðîâàííûõ ôîñôàòîâ â ïðèðîäíûõ
âîäîåìàõ.

Âîïðîñ î ïðèíàäëåæíîñòè «áûñòðîé» è «ñðåäíåé»
ôîðì ôîñôàòàç (pH 9.0) ê îïðåäåëåííîìó êëàññó ôîñôà-
òàç îñòàåòñÿ ïîêà íåðåøåííûì. Äîêàçàíî ëèøü, ÷òî îáå
ýòè ôîðìû — ôîñôàòàçû àìåá, à íå òåòðàõèìåí, êîòîðûå
ñëóæèëè èì ïèùåé, è íå áàêòåðèàëüíûõ ýíäîáèîíòîâ,
êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò â èõ öèòîïëàçìå. Ó A. proteus
ôîñôàòàçíàÿ àêòèâíîñòü ïðè pH 9.0 êðàéíå íèçêà ïî
ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé, âûÿâëÿåìîé ïðè êèñëûõ çíà÷åíèÿõ
pH (Ñîïèíà, 1998, 2005). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå óñòàíîâëå-
íî, ÷òî «áûñòðàÿ» ôîñôàòàçà (pH 9.0) ñîâïàäàåò ïî ïî-
äâèæíîñòè ñ îñíîâíîé ôðàêöèåé òàðòðàò-÷óâñòâèòåëü-
íîé ëèçîñîìíîé êèñëîé ôîñôàòàçû (ÊÔ 3.1.3.2), âûÿâëÿ-
åìîé ïðè pH 4.0 è ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ñóá-
ñòðàòà 1-íàôòèëôîñôàòà. Ïîýòîìó íå èñêëþ÷åíî, ÷òî èí-
ãèáèðóåìàÿ òàðòðàòîì «áûñòðàÿ» ôîñôàòàçà (pH 9.0)
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé àêòèâíîñòü êèñëîé ôîñôàòàçû, ñî-
õðàíÿþùóþñÿ ïðè ùåëî÷íîì çíà÷åíèè pH. «Ñðåäíÿÿ»
ôîñôàòàçà (pH 9.0) òàêæå ñîâïàäàåò ïî ïîäâèæíîñòè ñ
ìèíîðíîé ôðàêöèåé ôîñôàòàçû, âûÿâëÿåìîé ïðè pH 4.0
è ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà 1-, íî íå 2-íà-
ôòèëôîñôàòà (Ñîïèíà, 1998). «Ñðåäíÿÿ» ôîñôàòàçà â îò-
ëè÷èå îò «áûñòðîé» èíãèáèðóåòñÿ òàðòðàòîì íå ïîëíî-
ñòüþ, íî â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè. Ïî-âèäèìîìó, ýòà ôîñ-
ôàòàçà, êàê è «áûñòðàÿ», êàòàëèçèðóåò ãèäðîëèç ýôèðîâ
îðòîôîñôîðíîé êèñëîòû â øèðîêîì äèàïàçîíå pH è ìî-
æåò áûòü îäíîé èç ôðàêöèé êèñëîé ôîñôàòàçû, äëÿ êî-
òîðîé õàðàêòåðíà áîëüøàÿ óñòîé÷èâîñòü ê âîçäåéñòâèþ
òàðòðàòà. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïðîòèâ âûñêàçàííîãî ïðåä-
ïîëîæåíèÿ ãîâîðèò òîò ôàêò, ÷òî êèñëàÿ ôîñôàòàçà íà-
ðÿäó ñ ôîñôîìîíîýôèðàìè ãèäðîëèçóåò ïèðîôîñôàò-
íûå ñîåäèíåíèÿ, íî íå ôîñôîäèýôèðû (Ëîéäà è äð.,
1982). Äëÿ îêîí÷àòåëüíîãî ðåøåíèÿ ýòîãî âîïðîñà íåîá-
õîäèìî îïðåäåëèòü ñóáñòðàòíóþ ñïåöèôè÷íîñòü ðàçíûõ
ôîðì òàðòðàò-÷óâñòâèòåëüíîé êèñëîé ôîñôàòàçû ó A. pro-
teus.

Àâòîð áëàãîäàðèò Þ. ß. Ñîêîëîâó, Ô. Ë. Âèõàíñêóþ
è Ì. Ç. Êàïèöêóþ çà ïîìîùü â ïðèîáðåòåíèè ðåàêòèâîâ
è À. À. Ñàìîøêèíà çà ïîìîùü â ïîäãîòîâêå ðèñóíêîâ ê
ïå÷àòè.
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Three different phosphatases («slow», «middle» and «fast») were found in Amoeba proteus (strain B) after
PAGE and a subsequent gel staining in 1-naphthyl phosphate containing incubation mixture (pH 9.0). Substrate
specificity of these phosphatases was determined in supernatants of homogenates using inhibitors of phosphata-
se activity. All phosphatases showed a broad substrate specificity. Of 10 tested compounds, p-nitrophenyl phos-
phate was a preferable substrate for all 3 phosphatases. All phosphatases were able to hydrolyse bis-p-nitrophe-
nyl phosphate and, hence, displayed phosphodiesterase activity. All phosphatases hydrolysed O-phospho-L-ty-
rosine to a greater or lesser degree. Only little differences in substrate specificity of phosphatases were noticed:
1) «fast» and «middle» phosphatases hydrolysed naphthyl phosphates and O-phospho-L-tyrosine less efficiently
than did «slow» phosphatase; 2) «fast» and «middle» phosphatases hydrolysed 2- naphthyl phosphate to a lesser
degree than 1-naphthyl phosphate 3) «fast» and «middle» phosphatases hydrolysed O-phospho-L-serine and
O-phospho-L-threonine with lower intensity as compared with «slow» phosphatase; 4) as distinct from «mid-
dle» and «slow» phosphatases, the «fast» phosphatase hydrolysed glucose-6-phosphate very poorly. The revea-
led broad substrate specificity of «slow» phosphatase together with data of inhibitory analysis and results of ex-
periments with reactivation of this phosphatase by Zn2+-ions after its inactivation by EDTA strongly suggest
that only the «slow» phosphatase is a true alkaline phosphatase (EC 3.1.3.1). The alkaline phosphatase of
A. proteus is secreted into culture medium where its activity is low. The enzyme displays both phosphomono-
and phosphodiesterase activities, in addition to supposed protein phosphatase activity. It still remains unknown,
to which particular phosphatase class the amoeban «middle» and «fast» phosphatases (pH 9.0) may be assigned.
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