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ВЛИЯНИЕ ЦЕРУЛОПЛАЗМИНА, 
ЛАККАЗЫ И СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ 
НА УРОВЕНЬ СУПЕРОКСИДРАДИКАЛОВ 

А. Г. Сергеев, А. Р. Павлов, Е. О. Жажина, В. В. Басевич, А. И. Ярополов 

Введение. Уровень концентрации супероксидрадикалов ( 0 2 ~ ) опреде-
ляет характер протекапия многих процессов в организме как в норме, 
так и при патологии [1, 2]. Согласно современным представлениям, 
одним из основных ферментов, обладающих аптиоксидантпыми свойст-
вами, является супероксиддисмутаза (СОД, КФ 1.15.1.1), которая ка-
тализирует реакцию [3] 

20- + 2 Н - > Н 2 0 2 + 0 2 . (1) 

Кинетические закономерности протекания реакции (1) в присут-
ствии СОД из различных объектов описаны достаточно полно [4, 5]. 
Опубликованные в последнее время данные об участии в этой реакции 
гликопротеидов церулоплазмина, содержащих медь (ЦП, Ре ( I I ) : кис-
лород оксидоредуктаза; КФ 1.16.3.1), и лакказы (ЛК, полифеполо-
ксидаза; КФ 1.14.18.1) указывают на возможность расширения числа 
ферментов-аптиоксидантов [2, 6]. Концентрация Ц П в плазме крови 
человека достаточно велика ( ~ 0 , 3 мг/мл) и зависит от общего со-
стояния организма [7, 8]. Однако до настоящего времени нет единой 

Б И О П О Л И М Е Р Ы И КЛЕТКА — 1988,— Т. 4, № 5 4 — 8-411 245 

Кинетические закономерности протекания реакции (1) в присут-
ствии СОД из различных объектов описаны достаточно полно [4, 5]. 
Опубликованные в последнее время данные об участии в этой реакции 
гликопротеидов церулоплазмина, содержащих медь (ЦП, Ре ( I I ) : кис-
лород оксидоредуктаза; КФ 1.16.3.1), и лакказы (ЛК, полифеполо-
ксидаза; КФ 1.14.18.1) указывают па возможность расширения числа 
ферментов-антиоксидантов [2, 6]. Концентрация Ц П в плазме крови 
человека достаточно велика (•—• 0,3 мг/мл) и зависит от общего со-
стояния организма [7, 8]. Однако до настоящего времени нет единой 



точки зрения об основной физиологической функции ЦП [9, 10]. Это 
связано с противоречивым характером результатов исследовании 
свойств данного фермента, в том числе его способности изменять кон-
центрацию 0~2-радикалов [6, 11]. Способность Л К влиять на уровень 
0~2-радикалов в среде фактически не изучена [2]. В связи с этим в 
работе рассмотрены процессы, которые протекают in vitro в системах 
генерации 0~ 2 -радикалов в присутствии Ц П и Л К, проведено сравне-
ние кинетического описания этих процессов и реакций, катализиру-
емых СОД. 

Материалы и методы. В работе использовали ЦП человека, полученный НИИ 
эксперим. медицины им. Л. Пастера (Ленинград) и охарактеризованный ранее [12], 
СОД из печени крупного рогатого скота (А2бо/А68о = 36, Ин-т биохимии АН АрмССР), 
Л К из грибов Polyporus versicolor (Арм. филиал ИРЕА) и бычий сывороточный альбумин 
фирмы «Serva» (ФРГ). Для получения радикалов 0 2 ~ применяли системы ксантин / 
ксантиноксидаза [13] и НАДН / феназинметасульфат (ФМС) [14], в которых исполь-
зовали реагенты производства фирмы «Sigma» (США), «Calbiochem» (США), «Reanal» 
(ВНР) и «Ega-chimie» (ФРГ) соответственно. Регистрацию 0 2 ~ проводили спектро-
фотометрически по образованию из нитротетразолисвого синего (НТС) диформазана 
(Форм), имеющего высокий коэффициент экстинкции при λ = 560 нм. 

Стандартными условиями для получения супероксидрадикала в соответствующих 
системах являлись 5,9· Ю - 5 Μ ксантин, 3,5· Ю - 8 Μ ксантиноксидаза и 2 · Ю - 4 Μ НТС 
(для ксантин/ксантиноксидазы) и 7 ,8 ·10- 5 Μ НАДН, М 0 ~ 5 Μ ФМС и 2 · 1 0 " 4 Μ НТС 
(для НАДН/ФМС). Прямым экспериментом показано, что в области использованных 
значений концентраций ферментов их влияние на процесс окисления ксантина в системе 
ксантин / ксантиноксидаза отсутствует. 

Изучение кинетики реакции и регистрацию спектров проводили с использованием 
спектрофотометров «Hitachi-557» (Япония), «Specord М-40» (ГДР) и «LKB» (Швеция). 
Для приготовления рабочих растворов применяли воду, очищенную на установке «Milli-
RO, Milli-Q» фирмы «Мііііроге» (США). Измерение рН проводили на рН-метре 
О Р - 2 1 1 / 1 фирмы «Radelkis» (ВНР) . В работе использовали реактивы марок «хч», 
«осч». Анаэробные условия создавали продуванием аргоном марки «осч» в течение 
30 мин с последующим добавлением 2,3· 10~"2 Μ глюкозы, 1,3· 10 - 6 Μ глюкозооксидази 
и 1,3· 10~6 Μ каталазы. 

Результаты и обсуждение. Наиболее часто применяемые системы 
для генерации 0 -

2 - р а д и к а л о в содержат НАДН и ФМС или ксантин и 
ксантиноксидазу. В этих системах образование О 2 и их регистрация 
происходит в результате последовательно протекающих окислительно-
восстановительных реакций [13, 14] (схема, I и П), приводящих к 
восстановлению органического красителя до Форм. 
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Изучение влияния Ц П и Л К на скорость образования супероксид-
радикалов показало, что обе оксидазы подобно СОД подавляли реак-
ции образования Форм (рис. 1). В качестве контрольной представлена 
активность бычьего сывороточного альбумина, который не влиял на 
процесс образования Форм. Интервалы рН, в которых ЦП, Л К и С О Д 
проявляли данную активность, также совпадают. Сравнение удельных, 
активностей СОД и Ц П обнаружило меньшую (в 50—100 раз) эффек-
тивность действия последнего, что хорошо согласуется с результатами 

Рис. 1. Зависимость активности СОД ( / ) , ЦП (2) и ЛК (5) от концентрации фер-
ментов в ксантин/ кеаптнноксидазнои системе генерирования супероксидрадикала 
Fig. 1. Catalytic activity of SOD (curve / ) , CP (curve 2) and LC (curve 3) in the 
.xanthine / XOD (^" -gene ra t ing system. Dependence on enzyme concentration 
Рис. 2. Уменьшение поглощения меди первого тина в молекуле ЦП в результате взаи-
модействия с НАДН в анаэробных условиях: / - исходное поглощение меди первого 
типа; 2—поглощение после взаимодействия; 3 - после реокислсния на воздухе 
Fig. 2. Decrease in the first type copper absorbance in CP as a result of interaction with 
NADH under anaerobic conditions: curve 1 — initial absorption of the first-type copper: 
curve 2 — absorption after the interaction with NADH; curve 3 — alter the reoxidation 
by oxygen 

предыдущих исследований [6]. Эффективность ингибирования у Л К 
оказалась в два раза меньше по сравнению с ЦП. 

Подобное сравнение изменений, происходящих в 0~2-генерирую-
щих системах в присутствии ЦП, Л К и СОД, свидетельствовало об 
аналогии свойств этих ферментов и было интерпретировано как про-
явление способности Ц П катализировать реакцию (1). Это служило 
основанием для использования систем, разработанных для определения 
активности СОД, в экспериментах по изучению свойств Ц П [6, 14], 
Однако представленные па рис. 2 результаты свидетельствуют о вос-
становлении Ц П Н А Д Н в анаэробных условиях. Процесс восстанов-
ления меди первого типа является обратимым, и при переходе от 
анаэробных условий к аэробным происходит реокисление простетиче-
ской группы молекулы ЦП. Поэтому подавление Ц П и Л К образования 
О 2-радикалов в системе Н А Д Н / Ф М С / Н Т С может быть следствием 
окисления Н А Д Н или ФМСН этими ферментами. Таким образом, 
использование данной системы для изучения способности Ц П и Л К 
влиять па уровень 0~2 -радикалов представляется неоправданным из -за 
сложности объяснения получаемых результатов. 

Сравнение зависимости накопления Форм при окислении ксаитина 
(рис. 3, кривая 1) с зависимостью изменения концентрации мочевой 
кислоты в ходе реакции (кривая 2) показывает, что реакция восста-
новления НТС в генерирующей системе обладает заметным лаг-перио-
дом, соответствующим предстационарпой фазе накопления супероксид-
радикалов. После достижения стационарной концентрации О 2 ско-
рость восстановления НТС определяется скоростью окисления ксанти-
на, которая зависит только от содержания ксаитина и концентрации 
ксаитиноксидазы. Уменьшение концентрации НТС в 2—3 раза не при-
водило ни к изменению скорости накопления Форм, пи к уменьшению 
его содержания после завершения реакции. Это свидетельствовало о 
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В присутствии ферментов, обладающих СОД-активностью, лаг-
период реакции восстановления НТС должен уменьшаться, так как 
в знаменателе выражения (4) содержится слагаемое, пропорциональ-
ное концентрации фермента. Действительно, оказалось, что в присут-
ствии СОД величина лаг-периода заметно уменьшается (рис. 3, кри-
вые 2 и 3). В отличие от СОД, Ц П и ЛК, ингибируя восстановление 
НТС в данных условиях, не уменьшали величины лаг-периода (рис. 3, 
кривая 4). В этом случае логичным представляется вывод о том, что 
ЦП и Л К заметно не меняют скорости диспропорционирования 0~2 . 
Объяснение экспериментально наблюдаемого ингибирующего действия 
Ц П и Л К (рис. 1) может быть связано с их влиянием на стадии реак-
ции, предшествующие образованию 0~2 . Можно предположить, что 
ингибирование образования 0~ 2 вызвано взаимодействием Ц П и Л К 
с ксантиноксидазой. Тогда следовало ожидать, что при взаимодействии 
Ц П с окисленной формой ксаитиноксидазы будет наблюдаться умень-
шение скорости превращения ксантина. Однако ингибирования реакции 
образования мочевой кислоты не было обнаружено даже при концент-
рации ЦП, достаточной для уменьшения па 70 % скорости восстанов-
ления НТС. Это дает основание предположить, что Ц П взаимодействует 
с восстановленными формами ксаитиноксидазы, превращения которых 
не лимитирует скорость окисления ксантина при рН<<8,5 [15]. 

В самом деле, при рН = 9,5, когда скорость превращения ксантина 
ограничивается скоростью окисления восстановленной формы ксаити-
ноксидазы [15], в присутствии Ц П и Л К происходит увеличение У э ф

т 
реакции окисления ксантина (рис. 4). Это свидетельствует о взаимо-
действии данных оксидаз с восстановленной формой ксаитиноксидазы. 
Таким образом, полученные результаты указывают на то, что Ц П и ЛК 
подавляют образование 0~2 , катализируя окисление восстановленных 
форм ксаитиноксидазы. 

Следовательно, действие ЦП, Л К и СОД, формально приводящее 
к одному и тому же результату — снижению концентрации 0~2-ради-
калов,— связано с протеканием принципиально различающихся реак-
ций. Отличие состоит в том, что изменение уровня 0~ 2 в системе 
ксаитин/ксантиноксидаза/НТС в случае СОД (схема, III) происходит 
за счет непосредственного катализа реакции диспропорционирования 
образования 0~ 2 (1). Действие Ц П и Л К (схема, IV) является опо-
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том, что вклад реакции спонтанного диспропорционирования в общую 
скорость процесса превращения супероксидрадикалов чрезвычайно мал 
и его можно не рассматривать. Конечная концентрация Форм не за-
висела и от концентрации ксаитиноксидазы. При низких концентрациях 
0~2 с к о р о с т и их превращения ферментами в стационарных условиях 
можно считать пропорциональными концентрации [0~ 2 ] . В таком слу-
чае при малой глубине реакции (ос<СО,1) и избытке ксантина скорости 
накопления 0~ 2 и Форм описываются следующими уравнениями: 

где &Эф и &'Эф — эффективные константы скорости генерации 0~ 2 и 
восстановления НТС супероксидрадикалом соответственно; k" — кон-
станта скорости превращения 0~ 2 исследуемым ферментом; КсОДвос — 
восстановленная форма ксаитиноксидазы. Интегрирование уравнений 
(2, 3) приводит к выражению, определяющему величину лаг-периода 
реакции восстановления НТС: 



средованным и связано не с реакцией (1), а с изменением эффектив-
ности процессов образования О 

Представленная схема (III и IV) объясняет отмеченный экспери-
ментальный факт подавления образования Н 2 0 2 в присутствии Ц П при 
сравнении с концентрацией Н 2 0 2 , определяемой в тех ж е условиях 
в 0"2-геперирующих системах, в присутствии СОД [6]. 

Учитывая необычайно широкую субстратную специфичность ЦП в 
оксидазпых реакциях [1, 2], возможность его электрохимического вос-

А становления [16], наличия прямого вза-
имодействия с гидратировапиыми элект-
ронами и карбоний-ионами [17], можно 
предположить, что способность Ц П сни-
жать уровень О 2 определяется ярко вы-
раженными электроноакцепторпыми 
свойствами фермента. Вполне вероятно, 
что при этом не следует принципиально 

Ί/ν, усл. ед. 
Ю 

6G 

Рис. 3. Накопление мочевой кислоты (1) и Форм (2—4) при окислении ксантина ксан-
тиноксидазой (рН 8,0) в присутствии 3·10~7 Μ ЦП (4), 9-10~9 Μ СОД (3) и в их 
отсутствие (2) 
Fig. 3. Accumulation of uric acid (curve 1) and difonnazan (curve 2-4) in the course 
of xanthine oxidation under the action of XOD in the presence of 3 -Ю- 7 Μ CP (curved) , 
9 - Ю - 9 Μ SOD (curve 3) and in their absence (curve 2) 
Рис. 4. Зависимость скорости накопления мочевой кислоты от концентрации ксантина 
при рН 9,5 в координатах Лайнуивера—Берка: 1 — в отсутствие ЦП; 2•—в присут-
ствии 6,4· ΙΟ"7 Μ ЦП 
Fig. 4. The Lineweare-Burk plot. Rate of uric acid accumulation in the absence of CP 
(curve 1) and in the presence of 6.4· Ю - 7 Μ CP (curve 2), pH 9.5 

различать механизмы процессов, лежащих в основе оксидазной актив-
ности ЦП, и способности уменьшать концентрацию 0 _

2 - Таким образом 
объясняются полифункциональная активность и многообразие свойств, 
проявляемых ЦП, который можно рассматривать в качестве унпвер 
сальной оксидазы плазмы крови человека и млекопитающих. 

THE INFLUENCE OF CERULOPLASMIN, LACCASE AND SUPEROXIDE 
DISMUTASE ON THE LEVEL OF SUPEROXIDE RADICALS 

A. G. Sergeev, A. R. Pavlov, E. O. Zhazhina, V. V. Basevich, A. I. Yaropolov 

A. N. Bach Institute of Biochemistry, Academy of Sciences of the USSR, Moscow 

S u m m a г у 

Ceruloplasmin (CP) and laccase were studied for their effect on the xanthine/xanthine 
oxidase (Xan/XOD) and NADH/phenasine methasulphate (PMS) 0 2 ~-genera t ing systems. 
It was shown that the kinetic action of these enzymes differs from that of superoxide 
dismutase (SOD). While SOD scavenges immediately 0 2 ~ , then CP and laccase react 
with a predecessor of 0 2 ~ demonstrat ing clearly their role as electron acceptors. The 
results indicate that the CP acts as possible universal oxidase of mammalian and human 
serum. 
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ЭФФЕКТИВНЫЙ МЕТОД ВКЛЮЧЕНИЯ ДНК 
В РЕКОНСТРУИРОВАННЫЕ ОБОЛОЧКИ ВИРУСА СЕНДАЙ 

В. В. Власов, Ю. Д. Кренделев, Μ. Н. Оваидер, 
А. С. Райт, В. Е. Репин, Ф. П. Свинарчук 

Введение чужеродной Д Н К в клетки эукариот и последующее изучение 
ее экспрессии — один из самых прямых способов исследования функции 
генетического материала. Однако методы генетической трансформации 
эукариотических клеток еще далеки от совершенства. Предложенные 
к настоящему времени способы переноса генов (преципитация с каль-
ций-фосфатом, прямая микроипъекция в ядро клетки, электропорация 
и некоторые другие) либо чрезмерно трудоемки, либо применимы не 
ко всем типам клеток [1, 2]. Перспективными выглядят работы по 
трансформации с помощью плазмид, упакованных в ретровирусподоб-
ные частицы. Однако они требуют предварительной работы по созда-
нию соответствующих векторов и их упаковки [3]. Возможно, комп-
ромиссным решением может быть использование плазмид, упакованных 
в вирусные оболочки в системе in vitro. Первые опыты в этом направ-
лении уже проделаны [4]. Достигнутая эффективность упаковки пока 
невелика, соотношение нуклеиновая кислота : белок оболочки в полу-
ченных частицах не превосходит 10% этого соотношения с вирусе [4]. 
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