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Произведена частичная очистка НАДФ-изоцитратдегидрогеназы (НАДФ-ИДГ) 

из субэпидермальной ткани яблок. При очистке были использованы методы высалива-
ния сульфатом аммония и колоночной хроматографии на ДЕАЭ-целлюлозе. Выявлено 2 
пика активности НАДФ-ИДГ, соответствующие, как предполагается, цитозольной и 
хлоропластной изоформам. Достигнута очистка ферментного препарата в 13 и 11 раз, 
соответственно, для каждой изоформы. 

 
ВВЕДЕНИЕ 

НАДФ-зависимая изоцитратдегидрогеназа (изоцитрат:НАДФ+- оксидоре-
дуктаза [декарбоксилирующая] – НАДФ-ИДГ, КФ 1.1.1.42) катализирует окис-
лительное декарбоксилирование изолимонной кислоты в 2-оксоглутаровую ки-
слоту. НАДФ-ИДГ изучена во многих прокариотических и эукариотических ор-
ганизмах. Произведена очистка фермента до гомогенного состояния из бактерий 
[1], цианобактерий [2], грибов [3] и млекопитающих [4]. Однако на данный мо-
мент имеется ограниченное число данных относительно очистки, структуры, 
свойств и механизмов регуляции НАДФ-ИДГ высших растений.  

Активность НАДФ-ИДГ в растительных компартментах распределена не-
равномерно. Известно, что приблизительно 90% ее ферментативной активности 
сосредоточено в цитозоле, 10 % в хлоропластах, 1 % находится в пероксисомах, 
и в следовых количествах обнаружено в митохондриях [5, 6, 7, 8, 9, 10]. Эти наб-
людения укрепляют идею о том, что цитозоль является главным местом образо-
вания 2-оксоглутарата. Из высших растений была очищена до гомогенности 
только цитозольная изоформа НАДФ-ИДГ. Сообщается, что цитозольные (ИДГ 
1) и хлоропластные изоформы (ИДГ 2) НАДФ-ИДГ из листьев гороха при хро-
матографии на ДЕАЭ-целлюлозе проявляли различные профили элюции. Так, в 
отличие от цитозольного фермента, элюировавшего при ионной силе КCl, рав-
ной 60 мМ, хлоропластный фермент элюировал при – 120 мМ. В случае очистки 
НАДФ-ИДГ из табака обе его изоформы выявлялись при одинаковой ионной 
силе [11].  

Функция НАДФ-ИДГ в клетках эукариотических организмов еще не пол-
ностью раскрыта, данные же прямо свидетельствующие о возможной функции 
цитозольного фермента в растениях, все еще отсутствуют. Возможно, фермент 
функционирует в качестве одного из основных поставщиков НАДФН для био-
синтетических реакций, особенно в условиях ограниченного функционирования 
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пентозофосфатного пути, и способствует обеспечению клетки НАДН посредст-
вом трансгидрогеназной реакции [12, 13].  

Установлено также, что фермент снабжает клетку углеродными скелета-
ми, а именно 2-оксоглутаратом, необходимым для ассимиляции аммиака, что 
может иметь важное значение как в биосинтезе и экспорте аминокислот, так и в 
детоксификации аммиака [14]. Известно, что аналогичный фермент цикла Креб-
са – НАД-зависимая изоцитратдегидрогеназа (1.1.1.41), ответственен за снабже-
ние 2-оксоглутаратом для биосинтеза аминокислот [15]. Однако, предполагает-
ся, что НАДФ-ИДГ является именно альтернативным путем поставки 2-
оксоглутарата, особенно в условиях, когда требуются большие количества кето-
кислоты [16]. Эта гипотеза основывается на следующих открытиях: а) расти-
тельные органы проявляют очень низкую НАД-ИДГ активность; б) НАДФ-ИДГ 
имеет большее сродство к субстратам; в) цитозольная аконитаза представлена в 
растениях и может продуцировать изоцитрат вне митохондрий.  

Таким образом, НАДФ-ИДГ, локализованная в цитозоле, играет немало-
важную роль в обмене веществ в растительном организме. К сожалению, данные 
относительно очистки, внутриклеточного распределения, свойств и биохимиче-
ской роли этого фермента в сочных плодах, в частности яблоках, отсутствуют 
вовсе. Учитывая это, мы задались целью произвести очистку ферментного пре-
парата НАДФ-ИДГ из субэпидермальных тканей плодов яблони.  

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объектами исследования служили плоды яблони (Ìàëóñ äîìåñòèúà 
Áîðêù.) сорта Ренет Симиренко. До использования плоды хранили в холодной 
камере при +4оС. Приготовление ферментного препарата НАДФ-ИДГ осуществ-
ляли следующим образом. Из 5 плодов вырезали дольки, очищали с них кожуру 
и из паренхимной ткани толщиной 2 мм брали среднюю пробу. Нарезали на ма-
ленькие кусочки в фарфоровой ступке, предварительно погруженной в ледяную 
баню. Гомогенизацию проводили в среде, состоящей из: 30 мМ трис-HÚë буфер 
(рН 9.0), 2 мМ ЭДТА, 5мМ ÌýÚë2, 14 мМ 2-меркаптоэтанол, 5% поливинилпир-
ролидон, 1% полиэтиленгликоль. Соотношение ткани к экстрагирующему рас-
твору было 1:4. Полученную гомогенную суспензию пропускали через двойной 
слой капроновой ткани в химический стаканчик, предварительно погруженный в 
ледяную баню. Фильтрат центрифугировали в течение 15 мин при 17 000g. По-
лученную надосадочную жидкость использовали в качестве неочищенного фер-
ментного препарата НАДФ-ИДГ. 

Частично очищенный ферментный препарат получали путем высаливания 
сульфатом аммония различной степени насыщенности, а также путем аффинной 
хроматографии. Приготовление раствора аммония, сульфата различной степени 
насыщенности осуществляли согласно таблице 1. Осадок, полученный после 
высаливания сульфатом аммония растворяли в 1 объеме буфера А (10 мМ фос-
фат калия, рН 8,2, 5% глицерол, 14 мМ 2-меркаптоэтанол, 1 мМ ÌýÚë2) и диали-
зировали 1 л буфера А в течение ночи при 4°С. Обессоленный препарат пропус-
кали через ДЕАЭ-целлюлозную колонку (1,8 х 15 см) предварительно уравно-
вешенную буфером А и промытую до избавления от белков. 500 мл-вый линей-
ный градиент ÊÚë с концентрацией от 0 до 0,4 М в буфере А использовался для 
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элюции активности НАДФ-ИДГ. Фракции, содержавшие 2 пика активности 
НАДФ-ИДГ, собирались отдельно и диализировали всю ночь буфером А.   

 
Таблица 1 

Приготовление раствора аммония  
сульфата различной степени насыщенности 

 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 
0 114 144 176 209 243 277 313 351 390 430 472 516 
20  29 59 91 123 155 189 225 262 300 340 382 
25   30 61 93 125 158 193 230 267 307 348 
30    30 62 94 127 162 198 235 273 314 
35     31 63 94 129 164 200 238 278 
40      31 63 97 132 168 205 245 
45       32 65 99 134 171 210 
50        33 66 101 137 176 
55         33 67 103 141 
60          34 69 105 
65           34 70 
70            35 

 
Активность фермента определяли спектрофотометрически, по приросту пог-

лощения при длине волны 340 нм, которая соответствует максимуму поглощения 
восстановленных форм НАДФ и НАД. Инкубационная смесь для определения ак-
тивности состояла из 30 мМ трис-ÙÚë буфера (рН 8.2), 2.5 мМ ÌýÚë2, 12 мкМ изо-
цитрата, 10 мкМ НАДФ. Общий объем инкубационной среды – 3 мл, из которого 
0.3 мл – ферментный препарат. Контрольная кювета не содержала субстрат. Реак-
ция начиналась с внесения ферментного препарата, а измерение начиналось спустя 
20 мин после начала реакции при +200С. Активность фермента выражали в нмоль 
НАДФН⋅мин-1⋅мг-1белка. Белок определяли по методу Бредфорда [17] в суперна-
танте. 

 
 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Несмотря на то, что НАДФ-ИДГ существует в высших растениях в виде 

различных изоэнзимов локализованных в цитозоле, хлоропластах и митохонд-
риях, большая часть ферментативной активности в экстрактах растений сосре-
доточена в виде цитозольного изоэнзима (около 90%) [11; 18]. С целью выявле-
ния тех белковых фракций НАДФ-ИДГ, образующихся в результате высалива-
ния, которые характеризовались наиболее высокой ферментативной активно-
стью, определяли удельную активность НАДФ-ИДГ в осадочных фракциях 20, 
40, 60, 80 %-ного насыщения сульфатом аммония после высаливания исходного 
супернатанта. Результаты проведенного высаливания представлены на рисунке 1. 
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Рис. 1.  Удельная активность (ΔЕ340 нМ/мин⋅мг белка) НАДФ-ИДГ из субэпи-

дермальной ткани плодов яблони, выделенной в условиях высаливания 
сульфатом аммония. 

 
Как видно, наиболее высокая удельная активность данного фермента 

проявляется во фракциях белков, полученных при 40–60 %-ного насыщения 
сульфатом аммония. При меньшем и большем насыщении активность была ми-
зерной.  

На последующей стадии очистки - хроматографии на ДЕАЭ-целлю-
лозной колонке было выявлено два пика активности, из которых второй прояв-
лял около 9 % общей активности НАДФ-ИДГ. Для сравнения следует отметить, 
что при очистке НАДФ-ИДГ табака путем хроматографии второй пик активно-
сти составил почти 20 % [11]. Для выявления второго пика активности необхо-
димо использовать концентрированный хлоропластный экстракт. Соответст-
вующие общие активности каждого пика были использованы для вычисления 
относительного распределения каждой изоформы к общей активности как в не-
очищенном препарате, так и во фракциях, осажденных сульфатом аммония.  

Как видно из таблицы 2, ферментный препарат, частично очищенный 
посредством хроматографического метода, имел общую активность равную 540 
нМ/мин, а удельная активность была равна 78 нМ/мин·мг белка. Таким образом, 
в результате проведенных процедур была достигнута 13-кратная очистка не-
очищенного супернатанта фракции 17 000g. Следует отметить, что по мере очи-
стки ферментного препарата наблюдалось уменьшение количества белка. Далее 
полученную суспензию диализировали против 100-кратного объема того же рас-
твора (без MgCl2 и ПВП) в течение 24 ч. при +20С.  
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Таблица 2  
Частичная очистка препарата  

НАДФ-ИДГ из субэпидермальной ткани яблок 
Общая ак-
тивность, 

Количество 
белка, 

Удельная 
активность, 

Степень 
очистки, 

 
Этапы 

нМ/мин мг нМ/мин·мг 
белка 

раз 

НАДФ-ИДГ 1 
Неочищенный экстракт 770 128 6 1 
Высаливание  
40-60 % (ÍÙ4)2ÑÎ4

565 15 38 
 

7 
 

ДЭАЭ-целлюлоза 540 7 78 13 
НАДФ-ИДГ 2 

Неочищенный экстракт 69 77 0,9 1 
Высаливание  
40-60 % (ÍÙ4)2ÑÎ4

72 9 8 
 

9 
 

ДЭАЭ-целлюлоза 70 7 10 11 
 
В дальнейшем все кинетические эксперименты были осуществлены с час-

тично очищенным ферментным препаратом.  
Данные, полученные в результате проведенной очистки ферментного пре-

парата НАДФ-ИДГ в вышеописанной последовательности, в целом согласуются 
с данными для этого же фермента, очищенного с применением данной методики 
из других растительных объектов. Так, НАДФ-ИДГ из клеток табака была очи-
щена в 19 раз, из корней гороха – в 14 раза, а из проростков сосны – в 42,3 раза 
[8, 19, 11]. 

Таким образом, проведенные исследования позволили осуществить час-
тичную очистку НАДФ-зависимой изоцитратдегидрогеназы яблок, что имеет 
немаловажное значение для дальнейшего исследования физико-химических 
свойств этого фермента.   
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Ôåðìåíò ïðåïàðàòûíûí ùÿð èçîôîðìàñûíûí ìöâàôèã îëàðàã 13 âÿ 11 äÿôÿ òÿìèç-
ëÿíìÿñèíÿ íàèë îëóíóá. 
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Ñ.Í.ÎÌÀÐÎÂÀ, À.À.ÝÓËÈÉÅÂ 
 

ÑÓÌÌÀÐÉ 
 

ÍÀÄÏ-èñîúèòðàòå äåùéäðîýåíàñå (ÍÀÄÏ-ÈÄÙ) ôðîì ñóáåïèäåðìàë òèññóå îô 
àïïëå ôðóèòñ ùàñ áååí ïàðòèàë ïóðèôèåä. Wèòù ïóðïîñå îô ïóðèôèúàòèîí wåðå óñåä 
àììîíèóì ñóëôàòå ôðàúòèîíàòèîí àíä úùðîìàòîýðàïùé îí ÄÅÀÅ-úåëëóëîñå ìåò-
ùîäñ. Òwî úëåàðëé ñåïàðàòåä ïåàêñ îô ÍÀÄÏ-ÈÄÙ àúòèâèòé úîððåñïîíäñ òî úéòîñî-
ëèú àíä úùëîðîïëàñò èñîåíçéìåñ ùàâå áååí ðåâåàëåä. Òùå åíçéìå wàñ ïóðèôèåä 13 
àíä 11-ôîëä úîððåñïîíäñ òî åàúù èñîåíçéìåñ. 

 
 
 

 


