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Е. А. Докучаева, Н. В. Богданова, О. Г. Пархимович. – Электрон. дан. 
(142 МБ). – Минск : МГЭИ имени А.Д. Сахарова БГУ, 2017. – 1 электрон. 
опт. диск (DVD). 

Систем. требования (миним.) : Intel Pentium (или аналогичный процес-
сор других производителей) 1 ГГц ; 512 МБ оперативной памяти ; 500 МБ 
свободного дискового пространства ; привод DVD ; операционная система 
Microsoft Windows 2000 SP 4 / XP SP 2 / Vista (32 бит) или более поздние 
версии ; Adobe Reader 7.0 (или аналогичный продукт для чтения файлов 
формата pdf). 

Номер гос. регистрации в НИРУП «Институт прикладных программ-
ных систем» 1311712983 от 21.09.2017 г. 

Настоящее издание является электронным учебно-методическим комплексом по 

дисциплине «Общая биохимия», включающим учебную программу, курс лекций в виде 

мультимедийных презентаций, учебные пособия «Основы биохимии Ленинджера», «Био-

логическая химия», «Наглядная биохимия», лабораторный практикум, методическое 

обеспечение контроля самостоятельной работы студента (вопросы к практическим (семи-

нарским) занятиям и вопросы к экзамену). Курс лекций охватывает материал учебной 

программы. Включает вопросы организации, регуляции и интеграции метаболизма в ор-

ганизме человека, молекулярно-метаболических взаимоотношений обмена веществ с ок-

ружающей средой. 

Комплекс предназначен для студентов биологического направления подготовки по 

специальности 1-80 02 01 – Медико-биологическое дело. 

© МГЭИ имени А.Д. Сахарова БГУ, 2017 

Содержимое ресурса охраняется законом об авторском праве. Несанкционированное копи-

рование и использование данного продукта запрещается. Встречающиеся названия программного 

обеспечения, изделий, устройств или систем могут являться зарегистрированными товарными 

знаками тех или иных фирм. 

Объем 142 МБ 
Минск: МГЭИ имени А.Д. Сахарова БГУ, 220070, Минск, ул. Долгобродская 23/1 
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ПОЯСНИТЕЛЬНАЯ ЗАПИСКА 
 
Учебно-методический комплекс (УМК) учебной дисциплины – откры-

тая система целесообразно подобранных дидактических средств эффективно-
го управления и самоуправления, стимулирования и поддержки, контроля и 
самоконтроля различных видов учебной деятельности обучающихся. УМК 
по учебной дисциплине «Общая биохимия» разработан на основании Поло-
жения об учебно-методическом комплексе на уровне высшего образования 
(утверждено постановлением Министерства образования Республики Бела-
русь 26.07.2011, № 167), в соответствии с Законом Республики Беларусь о 
высшем образовании от 11 июля 2007, № 252-3, Концепцией развития педа-
гогического образования в Республике Беларусь и образовательным стандар-
том высшего образования первой ступени для специальности: 1-80 02 01 – 
Медико-биологическое дело. 

 
Целью УМК по учебной дисциплине «Общая биохимия» выступает 

управление и содействие рациональной учебной деятельности студентов по 
развитию их профессиональной компетентности как специалистов в области 
медико-биологического дела. 

К основным задачам УМК относится: 
 Раскрытие требований к содержанию учебной дисциплины «Общая 

биохимия», образовательным и профессиональным результатам подго-
товки студента как будущего специалиста в сфере медико-
биологического дела. 

 Обеспечение эффективного освоения студентами как теоретического 
материала по учебной дисциплине «Общая биохимия», так и формиро-
ванию практических навыков в области методов анализа, физико-
химических закономерностей, развитию научного мировоззрения мо-
лодых специалистов. 

 Объединение в единое целое различных дидактических средств обуче-
ния, обеспечение преемственности и междисциплинарных связей в 
процессе освоения учебной дисциплины «Общая биохимия». 

 
Учебно-методический комплекс по учебной дисциплине «Общая био-

химия» в своей структуре включает следующие разделы: 
 Введение в УМК (пояснительная записка). 
 Вспомогательный раздел, содержащий элементы учебно-программной 

документации (учебные программы учреждения высшего образования 
для обозначенной специальности). 
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 Теоретический и практический разделы, обеспечивающие теоретиче-
ский и практический уровень освоения материала для подготовки спе-
циалистов медико-биологического профиля (структура и краткое со-
держание теоретического лекционного материала по темам, задания к 
лабораторным и практическим занятиям, методические рекомендации к 
выполнению лабораторных занятий). 

 Раздел контроля знаний, включающий критерии оценки знаний и ком-
петенций студентов по изучаемой учебной дисциплине, зачетные тре-
бования по учебной дисциплине. 
 
В результате изучения учебной дисциплины «Общая биохимия» сту-

дент должен знать: 
 основные биохимические понятия и термины; 
 основные пути синтеза и расщепления органических веществ в клетке 

и влияние физико-химических условий на эти процессы; 
 источники энергетического обеспечения метаболизма в живых сис-

темах; 
 биохимические принципы функционирования клетки с целью оценки 

процессов жизнедеятельности в норме и при патологии; 
 

уметь: 
 провести экспериментальные исследования состава и свойств основ-

ных биологических макромолекул и низкомолекулярных веществ; 
 использовать знания биохимии для объяснения важнейших физиоло-

гических процессов, происходящих в органах и тканях человека, жи-
вотных, растений, прокариот как в норме, так и при возникновении 
патологии; 

 выполнить биохимические анализы с использованием общедоступного 
лабораторного оборудования; 

 анализировать результаты биохимических экспериментов; 
 
владеть: 

 методами подготовки образцов для биохимического анализа; 
 навыками определения качественного и количественного состава ос-

новных органических веществ клеток; 
 методическими приемами анализа ферментативных реакций и свойств 

ферментов. 
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ТЕОРЕТИЧЕСКИЙ РАЗДЕЛ 
 
 

 
Конспект лекций по учебной дисциплине и  
мультимедийные презентации 

 

 Учебно-методические материалы 
 

   

 
 



О Б Щ А Я   Б И О Х И М И Я

5ISEI BSU 

 

 

 

ПРАКТИЧЕСКИЙ РАЗДЕЛ 
 
 

 
Структура и краткое содержание лабораторных 
занятий 

 

 
Программа к практическим / семинарским  
занятиям 
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РАЗДЕЛ КОНТРОЛЯ ЗНАНИЙ 
 
Материалы к промежуточному контролю знаний и текущей  

аттестации: 
 

 
Программа для подготовки к экзамену по учебной 
дисциплине. 

 

 
Вопросы для подготовки к экзамену по учебной 
дисциплине. 

 

   

 
 



О Б Щ А Я   Б И О Х И М И Я

7ISEI BSU 

 

 

 

ВСПОМОГАТЕЛЬНЫЙ РАЗДЕЛ 
 
Учебно-программная документация: 
 

 Общая биохимия : типовая учебная программа для 
высших учебных заведений по специальности 1-80 
02 01 Медико-биологическое дело. Утв. Министер-
ством образования Республики Беларусь. Рег. № ТД-
____/тип. / Министерство образования Республики 
Беларусь. Учебно-методическое объединение по 
экологическому образованию. – Минск : РИВШ, 
2014. – 18 с. 

 

 Общая биохимия : учебная программа учреждения 
высшего образования по учебной дисциплине для 
специальности 1-80 02 01 Медико-биологическое де-
ло. Рег. № УД-19-13/3.1/р. – Минск : Международный 
государственный экологический университет им. А. 
Д. Сахарова, 2014. – 25 с. 

 

 
Список рекомендуемой литературы и Интернет-
ресурсов. 
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I. ПОЯСНИТЕЛЬНАЯ ЗАПИСКА 
 


Общая биохимия относится к одной из важнейших научных 
дисциплин, необходимых для подготовки специалистов химического, 
медико-биологического профилей, а также специалистов, работающих в 
сфере экологического мониторинга и защиты окружающей среды от 
токсичных химических веществ и радиоактивных элементов. Изучение 
«Общей биохимии» позволяет формировать у студентов целостность 
системы представлений о её роли в области естественных наук, в научно 
техническом прогрессе, а также в развитии современного индустриального 
общества. Изучение различных тем курса «Общая биохимия» позволяет 
показать общность химических процессов, протекающих в природе, а также 
выяснить механизмы химических и ферментативных реакций в 
бактериальных клетках и клетках животного и растительного 
происхождения.  


Целью и задачами изучения дисциплины является усвоение базового 
уровня знаний по биохимии, включая понятия, вещества и общие 
закономерности химических основ жизни с последующим формированием 
целостной системы представлений об организации, регуляции и интеграции 
метаболизма в организме человека, о его молекулярно-метаболических 
взаимоотношениях с окружающей средой. 


Изучение курса «Общая биохимия» необходимо для дальнейшего 
освоения студентами специальных дисциплин, связанных с медициной, 
биологией и актуальными проблемами экологии. 


 
В результате изучения курса «Общая биохимия» выпускники должны 


знать: 
– основные биохимические понятия и термины; 
– основные пути синтеза и расщепления органических веществ в клетке; 
– источники энергетического обеспечения метаболизма в живых системах; 
– биохимические принципы функционирования клетки с целью оценки 
процессов жизнедеятельности в норме и при патологии; 
– методы биохимического анализа для исследования взаимосвязи структуры 
и функции биологических объектов; 


уметь: 
– провести экспериментальные исследования состава и свойств основных 
биологических макромолекул и низкомолекулярных веществ; 
– выполнить биохимические анализы с использованием общедоступного 
лабораторного оборудования; 
– анализировать результаты биохимических экспериментов. 
 


владеть: 
 методами подготовки образцов для биохимического анализа; 
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  навыками определения качественного и количественного состава 
основных органических веществ клеток; 
  методическими приемами анализа ферментативных реакций и свойств 
ферментов. 
 


Типовая учебная программа нового поколения по учебной дисциплине 
«Общая биохимия» разработана в соответствии с образовательным 
стандартом высшего образования первой ступени и типовым учебным 
планом по специальности 1-80 02 01 Медико-биологическое дело. Программа 
рассчитана на 296 часов, в том числе аудиторных 134 часа, из них на лекции 
отводится 68 часов, лабораторные занятия – 40 часов, семинарские занятия – 
26 часов.  


Контроль знаний по семестрам предполагает проведение контрольных 
работ. На практических занятиях следует обратить внимание на 
рассмотрение вопросов из области биохимии, экологии и биологии. Такой 
подход в изучении химии показывает единство всех изучаемых дисциплин.  


 
II. ПРИМЕРНЫЙ ТЕМАТИЧЕСКИЙ ПЛАН 


 
В том числе  


 
№ 


 
 


Наименование и тем 


Всего 
ауди-
торных 
часов 


лек-
ции 


лабора- 
торные 
занятия 


семи-
нарских
занятий


1 Предмет биохимии 2 2   
2 Аминокислоты: структура, свойства 


аминокислот и биологическая роль 
7 3 4  


3 Метаболизм аминокислот. 
Метаболизм азота в организме 


8 6  2 


4 Белки: структура, функции. 
Важнейшие группы белков 


16 6 8 2 


5 Ферменты: структура и 
биологическая роль. Кинетика 
ферментативных реакций. Регуляция 
ферментативной активности. 
Принципы и механизмы 
метаболической регуляции 


18 6 8 4 


6 Углеводы: структура и свойства. 
Биологическая роль углеводов 


12 4 8  


7 Метаболизм углеводов. Клеточное 
дыхание 


14 10  4 


8 Липиды: структура и биологические 
функции 


11 3 8  


9 Метаболизм липидов 8 6  2 
10 Структура и биологические функции 4 2 2  
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нуклеиновых кислот 
11 Метаболизм нуклеиновых кислот 6 4  2 
12 Репликация ДНК. Экспрессия генов 4 4   
13 Фотосинтез 4 2  2 
14 Роль витаминов и минеральных 


соединений 
4  2 2 


15 Клеточный цикл: рост и деление 
клеток 


4 2  2 


16 Регуляция клеточного цикла: 
механизмы координации процессов 
деления у одноклеточных и 
многоклеточных организмов 


2 2   


17 Пути реализации информации в 
организме. Передача сигналов через 
клеточные мембраны 


4 2  2 


18 Механизмы действия вторичных 
внутриклеточных мессенджеров: 
кальций – универсальный 
внутриклеточный посредник 


4 2  2 


19 Циклические нуклеотиды. 
Механизмы адаптации клеток – 
мишеней 


2 2   


Итого: 134 68 40 26 
 


III. СОДЕРЖАНИЕ УЧЕБНОГО МАТЕРИАЛА 
 


Тема 1. Предмет биохимии 
 


Предмет биохимии. Биохимия в системе естественных наук 
(молекулярная биология, биофизика, биоорганическая химия, цитология, 
генетика, физиология). Роль биохимии в развитии медицины, ветеринарии и 
агрохимии. 


 
Тема 2. Аминокислоты: структура, свойства аминокислот и 


биологическая роль 
 


Общие структурные свойства. -аминокислоты. Стереоизомерия 
аминокислот. Классификация. Химические свойства. Разделение на группы 
по полярности (неполярные, полярные незаряженные, полярные заряженные, 
отрицательно-заряженные, положительно-заряженные). Алифатические и 
ароматические аминокислоты. Биологическая роль. Протеиногенные и 
непротеиногенные аминокислоты. Стандартные и нестандартные 
аминокислоты. Заменимые и незаменимые аминокислоты. Методы 
исследования аминокислот. 
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Тема 3. Метаболизм аминокислот. Метаболизм азота в организме 
 
Катаболизм аминокислот. Окислительное расщепление аминокислот. 


Расщепление аминокислот с образованием ацетил-СоА. Расщепление 
аминокислот с образованием -кетоглутарата. Расщепление с образованием 
сукцинил-СоА. Глюкогенные, кетогенные аминокислоты. Дезаминирование 
аминокислот. Окислительное дезаминирование аминокислот. Ферменты, 
участвующие в дезаминировании. Транспорт аммиака в организме. Роль 
глутамина в организме. Цикл мочевины. Мочевая кислота. 


Биосинтез аминокислот. Биосинтез заменимых аминокислот. Биосинтез 
глутамата, глутамина и пролина. Биосинтез аланина, аспартата и аспарагина. 
Биосинтез тирозина. Биосинтез цистеина. Биосинтез серина. Биосинтез 
незаменимых аминокислот. Аллостерическая регуляция биосинтеза 
аминокислот. Регуляция биосинтеза аминокислот путем изменения 
концентрации фермента. 


Производные аминокислот. Участие аминокислот в синтезе 
специализированных продуктов. Роль декарбоксилирования аминокислот в 
синтезе биологически активных веществ. Синтез гормонов, 
нейромедиаторов, регуляторов роста. Роль глицина в биосинтезе 
порфиринов. 
 


Тема 4. Белки: структура, функции. Важнейшие группы белков 
 
Структура белков. Уровни организации белков. Первичная структура 


белков. Пептидная связь, ее строение и свойства. Строение пептидов. 
Химические свойства пептидов. Биологически активные пептиды: 
окситоцин, брадикинин, тиреолиберин, грамицидин С, энкефалины. Роль 
торсионных углов в формировании полипептидного остова белков. Карты 
Рамачандрана. 


Вторичная структура белков. Структурирующие силы, определяющие 
вторичную структуру. Упорядоченная и неупорядоченная вторичная 
структура. Вторичная структура в форме спиралей. -Спираль. Вторичная 
структура в форме -складчатого слоя. -Изгиб, -шпилька. 


Третичная структура белков. Структурирующие силы, определяющие 
третичную структуру. Денатурация и ренатурация белков. Фолдинг белка. 
Глобулярные белки. Миоглобин. Гистоны. Структура и функции 
фибриллярных белков на примере -кератинов, -кератинов, коллагена, 
эластина.  


Четвертичная структура белков. Понятия субъединица и протомер. 
Принципы формирования олигомерных белков. Структурирующие силы, 
определяющие четвертичную структуру. Гемоглобин. Гексакиназа дрожжей. 
Глутаминсинтетаза E. сoli.  
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Биологические функции белков. Классификация белков. Методы 
исследования белков. Использование методов ЯМР, рентгеноструктурного 
анализа и электронной микроскопии в установлении третичной и 
четвертичной структуры белков. 


Метаболизм белков. Расщепление белков в желудочно-кишечном 
тракте. Протеазы (пепсин, трипсин, химотрипсин, аминопептидазы, 
карбоксипептидазы), особенности функционирования сериновых протеаз. 
Проферменты. Активирование проферментов. Биологическая роль 
биосинтеза проферментов. 


Протеолитическая деградация белков в клетке. Убиквитин-зависимая и 
убиквитин-независимая деградация белков. Протеосомы. 
 


Тема 5. Ферменты: структура и биологическая роль. Кинетика 
ферментативных реакций. Регуляция ферментативной активности. 
Принципы и механизмы метаболической регуляции 
 
 Структура и биологическая роль ферментов. Принципы классификации 
и номенклатура ферментов. Основные представления о механизме и 
кинетике ферментативных реакций. 


Активность ферментов. Единицы измерения активности ферментов. 
Удельная активность. Число оборотов фермента. Регуляция ферментативной 
активности. Факторы, определяющие каталитическую эффективность 
ферментов. Активные центры ферментов. Активаторы и ингибиторы. 
Конкурентное, неконкурентное и бесконкурентное ингибирование 
ферментов. Изоферменты. 


Принципы и механизмы метаболической регуляции. Аллостерические 
ферменты. Кооперативность действия субъединиц ферментов. Субстратная 
специфичность. Константа Михаэлиса-Ментен. Принцип обратной связи. 
Регуляторная модификация ферментов. Уровни метаболической регуляции и 
метаболические каскады. Обобщенный механизм регуляции метаболизма 
внешними сигналами. 


 
Тема 6. Углеводы: структура и свойства. Биологическая роль 


углеводов 
 
Классификация  и номенклатура углеводов. Структура и свойства 


моносахаридов. Альдозы и кетозы. Изображение пространственной 
структуры сахаров. Проекционные формулы Фишера. Стереоизомерия 
моносахаридов. L- и D-стерео-изомеры. Энантиомеры. Диастериоизомеры. 
Явление эпимерии. Право- и левовращающие оптические изомеры. Удельная 
величина вращения. Изменение оптической активности. Циклические 
структуры моносахаридов. Пиранозы и фуранозы. Перспективные формулы 
Хеуорса. Аномерные формы моносахаридов. Явление мутаротация. Методы 
анализа углеводов. 







 8


Биологически важные углеводы. Глюкоза. Манноза. Галактоза. 
Фруктоза. Биологически важные пентозы. Рибоза. Дезоксирибоза. 
Производные моносахаридов. Аминосахара. Гликозиды.  


Структура и биологическая роль олигосахаридов. Дисахариды. 
Мальтоза. Целлобиоза. Лактоза. Сахароза. Стахиоза. Раффиноза. 
Олигосахариды молока.  


Биологически значимые полисахариды. Крахмал (амилоза, 
амилопектин). Гликоген. Целлюлоза. Пектин. Хитин. Структура и 
биологическая роль гликопротеинов, гликозаминогликанов, протеогликанов. 


 
Тема 7. Метаболизм углеводов. Клеточное дыхание 


 
Катаболизм углеводов. Расщепление глюкозы и других моносахаридов 


путем анаэробного и аэробного гликолиза. Две стадии гликолиза. 
Ферментное обеспечение. Субстратное фосфорилирование. Вовлечение 
дисахаридов и гликогена в гликолитический путь расщепления. Баланс 
гликолиза. Регуляция гликолиза. Спиртовое, молочнокислое, уксуснокислое 
и маслянокислое брожения. 


Окисление пировиноградной кислоты. Пируватдегидрогеназный 
комплекс. Ферментное обеспечение процесса окислительного 
декарбоксилирования пировиноградной кислоты. Роль коферментов. 
Регуляция процесса. 


Цикл лимонной кислоты и его биологическая роль. Ферментное 
обеспечение процесса. Стадии образования восстановительных эквивалентов. 
Роль коферментов. Регуляция процесса. Баланс цикла лимонной кислоты. 
Глиоксилатный цикл и его биологическая роль. 


Перенос электронов по дыхательной цепи на кислород. Окислительное 
фосфорилирование. Роль пиридиновых нуклеотидов. Синтез АТФ. АТФ-
синтетаза. Сопряжение переноса электронов с синтезом АТФ. 
Хемиосмотическая гипотеза. Транспортные системы митохондрий. 


Вторичные пути катаболизма глюкозы. Пентозомонофосфатный путь и 
его биологическая роль. Окислительная и неокислительная стадии пути. 
Ферментное обеспечение процесса. Баланс пентозомонофосфатного пути. 
Путь превращение глюкозы в глюкуроновую кислоту и аскорбиновую 
кислоту. 


Биосинтез углеводов в животных тканях. Глюконеогенез. Ферментное 
обеспечение процесса. Общие стадии с процессом гликолиза. Обходные пути 
глюконеогенеза. Энергетическое обеспечение глюконеогенеза. Реципрокная 
регуляция глюконеогенеза и гликолиза. Холостые циклы в углеводном 
обмене. Биосинтез гликогена. Ферментное обеспечение процесса. Роль 
уридинтрифосфата. Реципрокная регуляция гликоген-синтазы и гликоген-
фосфорилазы. 
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Тема 8. Липиды: структура и биологические функции 
 
 Биологические функции липидов. Общие свойства, классификация и 
номенклатура липидов. Методы исследования липидов. 


Жирные кислоты. Насыщенные и ненасыщенные жирные кислоты. 
Строение и свойства нейтральных жиров. Воска.  


Строение и свойства фосфолипидов. Фосфоглицериды. Фосфатидная 
кислота. Фосфатидилхолин (лецитин). Фосфатидилэтаноламин (кефалин). 
Фосфатидилсерин. Фосфатидилинозитол. Кардиолипин. Лизофосфолипиды. 
Плазмалогены. Сфингомиелины. Сфингозин и дигидросфингозин. Церамиды. 
Строение и свойства гликолипидов. Галактоцереброзиды и 
глюкоцереброзиды. Ганглиозиды. Биологическая роль гликолипидов. 


Строение и свойства стероидов. Холестерол и его эфиры. Желчные 
кислоты. Эргостерин. Терпены. Каротиноиды. Их биологическая роль. 


Соединения липидов с другими макромолекулами. Липопротеины и их 
биологическая роль. 


Биологические мембраны. Образование мицелл, монослоев и бислоев. 
Липосомы и их применение для направленного транспорта веществ. 
Структура, свойства и функции биологических мембран. Жидкостно-
мозаичная модель строения мембран. Асимметричность мембран. Лектины и 
их биологическая роль. Динамичность состава и свойств мембран. Синтез 
мембран, концепция направленного выведения. 
 


Тема 9. Метаболизм липидов 
 


Катаболизм липидов. Окисление жирных кислот в тканях животных. 
Транспорт жирных кислот в митохондрии. Активирование жирных кислот. 
Роль кофермента А. Две стадии окисления жирных кислот в митохондриях. 
Ферментное обеспечение процесса. Уравнение окисления жирных кислот. 
Окисление ненасыщенных жирных кислот. Окисление жирных кислот с 
нечетным числом атомов углерода. Образование кетоновых тел в печени и их 
окисление в других органах. Регуляция окисления жирных кислот и 
образования кетоновых тел. 


Биосинтез липидов. Биосинтез жирных кислот. Структура синтазной 
системы для жирных кислот. Челночный механизм переноса ацильных групп 
из цитозоля в митохондриальный матрикс. Путь биосинтеза пальмитиновой 
кислоты и его ферментное обеспечение. Биосинтез других жирных кислот. 
Регуляция биосинтеза жирных кислот. Биосинтез триацилглицеролов и его 
регуляция. Биосинтез глицеролфосфатидов. Участие полярных липидов в 
образовании клеточных мембран. Биосинтез холестерола и других стероидов. 
Роль изопентенилпирофосфата. 
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Тема 10. Структура и биологические функции нуклеиновых кислот 
 


Структура нуклеиновых кислот. Пуриновые и пиримидиновые 
основания. Углеводные компоненты нуклеиновых кислот. Нуклеозиды. 
Нуклеозидфосфаты и их биологическая роль. АТФ и ее функция. 
Мононуклеотиды. Циклические нуклеотиды. Классификация нуклеиновых 
кислот. ДНК и РНК. Значение двухспирального строения ДНК. Принцип 
комплементарности. Типы РНК. Информационная РНК. Транспортная РНК. 
Рибосомальная РНК. Методы анализа нуклеиновых кислот. 


 
Тема 11. Метаболизм нуклеиновых кислот 


 
Биосинтез пуриновых нуклеотидов. Синтез пуриновых оснований de 


novo. Регуляция биосинтеза пуриновых нуклеотидов. Биосинтез 
пиримидиновых нуклеотидов и его регуляция. Образование 
дезоксирибонуклеотидов. 


Катаболизм пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов. Образование 
инозина, гипоксантина, ксантина, мочевой кислоты. Разнообразие путей 
выведения мочевой кислоты у различных организмов. Реутилизация 
пуриновых оснований и ее биологическое значение. 


 
Тема 12. Репликация ДНК. Экспрессия генов 


 
Репликация ДНК. Полуконсервативный способ репликации ДНК. 


Опыты М. Мезельсона и Ф. Сталя. Репликация ДНК бактерий. Особенности 
репликации эукариотической ДНК. Репликация ДНК вирусов по механизму 
«катящегося кольца». ДНК-полимеразы. Дезокирибонуклеозидтрифосфаты в 
репликации ДНК. Молекулярный механизм репликации ДНК. Репликация 
ведущей и отстающей цепи ДНК. Фрагменты Оказаки. Роль РНК-затравки в 
репликации отстающей цепи. ДНК-лигазы и их роль в репликации ДНК. 
Участие белков в репликации ДНК. 


Транскрипция ДНК. Функции ДНК-зависимых  РНК-полимераз. 
Избирательное ингибирование РНК-полимераз. Посттрансляционный 
процессинг транскриптов РНК. Регуляция транскрипции ДНК. Обратные 
транскриптазы. 


Основные этапы биосинтеза белка. Общие представления о структуре 
хроматина и гена. Генетический код. Рибосомы и их структура. Этапы 
процесса трансляции иРНК. Активация аминокислот. Инициация, элонгация 
и терминация синтеза поли-пептидов. Белковые факторы инициации, 
элонгации и терминации. Высвобождение полипептидов из рибосом. 
Сворачивание полипептидной цепи.  Посттрансляционный процессинг 
белков. Транспорт белков в клетке. Регуляция трансляции. Ингибирование 
синтеза белка. Генная инженерия. 


 
 







 11


Тема 13. Фотосинтез 
 


Биосинтез углеводов в растительных тканях. Фотосинтез. Уравнения 
фотосинтеза. Световая фаза фотосинтеза. Хлорофиллы и вспомогательные 
пигменты. Фотосистемы I и II. Роль переносчиков электронов. 
Фотофосфорили-рование. Темновая фаза фотосинтеза. Восстановление 
двуокиси углерода в цикле Кальвина. Ферментное обеспечение. Суммарная 
реакция цикла Кальвина. Регуляция темновых реакций. Путь Хэтча-Слэка и 
его биологическая роль. Фотодыхание. 


 
Тема 14. Роль витаминов и минеральных соединений 


 
Жирорастворимые витамины: А, Д, Е, К, их структура, свойства и 


биологическое значение. Водорастворимые витамины группы В, РР, С, их 
структура, свойства и биологическая роль. 


Макроэлементы: натрий, калий, кальций,. магний, фосфор, сера, хлор. 
Их биологическая роль. Микроэлементы: железо, йод, медь, марганец, цинк, 
кобальт, молибден, селен, ванадий, никель. Их биологическая роль. 


 
Тема 15. Клеточный цикл: рост и деление клеток 
 
Фазы клеточного цикла, их продолжительность, характеристика, 


причинные взаимосвязи и методы исследования. Изменение синтеза белка.  
Митоз – кульминация клеточного цикла: основные стадии, значение. 
 
Тема 16. Регуляция клеточного цикла: механизмы координации 


процессов деления у одноклеточных и многоклеточных организмов 
 
Дрожжи, как модельная система, температурочувствительные 


мутантные штаммы. “Точка старта” и регуляция размеров клетки дрожжей. 
Мутации цикла клеточного деления. Циклины и циклин-зависимые 
протеинкиназы в регуляции событий клеточного цикла. 


Экзогенные и эндогенные регуляторы пролиферации у 
многоклеточных и их взаимодействие: факторы роста, контактное 
торможение, зависимость деления от прикрепления, роль интегринов. 
Состояние покоя (G0).  Феномен клеточного старения. Апоптоз. 


 
Тема 17. Пути реализации информации в организме. Передача 


сигналов через клеточные мембраны 
 
Механизмы химической межклеточной сигнализации, контактное 


взаимодействие, эндокринная сигнализация, паракринная сигнализация, 
синаптическая передача. Рецепторные белки клеточной поверхности: 
каналообразующие, каталитические, а также  рецепторы, сопряженные с      
G-белками. Молекулярные механизмы передачи возбуждения в химическом 
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синапсе. G-белки: рабочий цикл, особенности структуры, функциональное 
разнообразие. 


 
Тема 18. Механизмы действия вторичных внутриклеточных 


мессенджеров: кальций – универсальный внутриклеточный посредник 
 
Основные системы, участвующие в регуляции гомеостаза 


внутриклеточного кальция. 
Кальмодулин – универсальный внутриклеточный кальций-


связывающий белок. Роль мембранных инозитолфосфолипидов в передаче  и 
реализации сигнала в клетке. 


 
Тема 19. Циклические нуклеотиды. Механизмы адаптации клеток 


– мишеней 
 
Современная модель аденилатциклазного комплекса. Механизмы 


действия сАМР, сGМР. Взаимодействие различных сигнальных систем в 
клетке. Общие закономерности формирования молекулярных основ 
гормонокомпетентности. Молекулярные механизмы десенситизации клеток-
мишеней. 


 
IV. ИНФОРМАЦИОННО-МЕТОДИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 


 
Примерный перечень тем лабораторных занятий 


 
1. Аминокислоты. Методы обнаружения и идентификации аминокислот. 
Качественные реакции на аминокислоты, пептиды и белки. 
2. Простые белки. Физико-химические свойства белков. 
3. Сложные белки. Методы выделения белков в гомогенном состоянии. 
Методы количественного определения белка. Определение белка 
неизвестной концентрации. 
4. I. Сравнение действия неорганических катализаторов и ферментов.            
II. Количественный анализ каталитической активности ферментов. Анализ 
амилолитической активности амилазы слюны. 
5. Кинетика ферментативных реакций. Регуляция активности ферментов.  
6. Углеводы: строение и свойства. Методы разделения и идентификация 
углеводов. 
7. Гликопротеины и протеогликаны. Методы количественного определения 
углеводов. 
8. Нейтральные жиры. Стероиды. 
9. Сложные липиды. 
10. I. Выделение нуклеопротеинов. Качественные реакции на присутствие 
компонентов нуклеопротеинов в растворе. Количественное определение 
нуклеиновых кислот. II. Витамины: структура и свойства. Качественные 
реакции на водорастворимые и жирорастворимые витамины. 







 13


Примерный перечень тем семинарских занятий 
 
1. Аминокислоты.  
2. Белки. 
3. Ферменты: структура, биологическая роль, классификация. 
4. Регуляция ферментативной активности. Кинетика ферментативных 
реакций. 
5. Метаболизм углеводов и его регуляция: гликолиз. Клеточное дыхание. 
6. Метаболизм углеводов и его регуляция: вторичные пути метаболизма 
углеводов. 
7. Метаболизм липидов и его регуляция. 
8. Метаболизм нуклеиновых кислот и его регуляция. 
9. Фотосинтез. 
10. Витамины. Минеральные соединения. 
11. Клеточный цикл: рост и деление клеток. Регуляция клеточного цикла. 
12. Передача сигналов через клеточные мембраны. 
13. Механизмы действия вторичных внутриклеточных посредников 
 
 В качестве основных методов (технологий) обучения, отвечающих 
целям изучения дисциплины, могут использоваться: 
- элементы проблемно-модульного обучения, реализуемые на лекциях, 
лабораторных и практических/семинарских занятиях;  
- компетентностный подход, реализуемый на лекциях, лабораторных и 
практических/семинарских занятиях и при организации самостоятельной 
работы студентов;  
- учебно-исследовательская деятельность, реализуемая на лабораторных 
занятиях; моделирование проблемных ситуаций и выработка схем их 
решения, реализуемые на лабораторных и практических/семинарских 
занятиях. 
 Для осуществления текущего контроля и самоконтроля знаний и 
умений студентов по данной дисциплине в качестве диагностических 
методов могут использоваться:  
-  защита индивидуальных заданий при выполнении лабораторных работ;  
- защита подготовленного студентом реферата;  
- проведение коллоквиума;  
- устные опросы;  
- письменные контрольные работы по отдельным темам курса.  
 Для итоговой оценки качества усвоения студентами учебного 
материала рекомендуется использовать рейтинговую систему. При 
формировании итоговой оценки знаний студентов рекомендуется 
использовать оценки, полученные студентами по десятибалльной системе, в 
ходе защиты лабораторных работ, ответов на устные вопросы, при написании 
контрольных работ и выполнении письменных заданий на 
практических/семинарских занятиях, а также при сдаче экзаменов и зачётов. 


 







 14


Критерии оценки знаний и компетенций студентов по 10-бальной шкале 
 


Балл  
1 (один) 
 


– отсутствие знаний и компетенций в рамках 
образовательного стандарта, учебной программы или отказ 
от ответа. 


2 (два) 
 


– фрагментарные знания в рамках образовательного 
стандарта, учебной программы; 
– знание отдельных литературных источников, 
рекомендованных учебной программой дисциплины; 
– неумение использовать научную терминологию 
дисциплины, наличие в ответе грубых стилистических и 
логических ошибок; 
– пассивность на практических и лабораторных занятиях, 
низкий уровень культуры исполнения заданий. 


3 (три) 
 


– недостаточно полный объем знаний в рамках 
образовательного стандарта, учебной программы; 
– знание части основной литературы, рекомендованной 
учебной программой дисциплины; 
– использование научной терминологии, изложение ответа 
на вопросы с существенными лингвистическими и 
логическими ошибками; 
– неумение ориентироваться в основных теориях, 
концепциях и направлениях изучаемой дисциплины; 
– пассивность на практических и лабораторных занятиях, 
низкий уровень культуры исполнения заданий. 


4 (четыре) 
 


– достаточный объем знаний в рамках образовательного 
стандарта, учебной программы; 
– усвоение основной литературы, рекомендованной учебной 
программой дисциплины; 
– использование научной терминологии, стилистическое и 
логическое изложение ответа на вопросы, умение делать 
выводы без существенных ошибок; 
– владение инструментарием учебной дисциплины, умение 
его использовать в решении стандартных (типовых) задач; 
– умение под руководством преподавателя решать 
стандартные (типовые) задачи; 
– умение ориентироваться в основных теориях, концепциях, 
направлениях по изучаемой дисциплине и давать им оценку; 
– работа под руководством преподавателя на практических, 
лабораторных занятиях, допустимый уровень культуры 
исполнения заданий. 


5 (пять) – достаточные знания в объеме учебной программы; 
– использование научной терминологии, стилистически 
грамотное, логически правильное изложение ответа на 
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вопросы, умение делать выводы; 
– владение инструментарием учебной дисциплины, умение 
его использовать в решении учебных и профессиональных 
задач; 
– способность самостоятельно применять типовые решения 
в рамках учебной программы; 
– усвоение основной литературы, рекомендованной учебной 
программой дисциплины; 
– умение ориентироваться в базовых теориях, концепциях и 
направлениях по изучаемой дисциплине и давать им 
сравнительную оценку; 
– самостоятельная работа на практических, лабораторных 
занятиях, участие в групповых обсуждениях, высокий 
уровень культуры исполнения заданий. 


6 (шесть) – достаточно полные и систематизированные знания в 
объеме учебной программы; 
– использование необходимой научной терминологии, 
стилистически грамотное, логически правильное изложение 
ответа на вопросы, умение делать обоснованные выводы; 
– владение инструментарием учебной дисциплины, умение 
его использовать в решении учебных и профессиональных 
задач; 
– способность самостоятельно применять типовые решения 
в рамках учебной программы; 
– усвоение основной литературы, рекомендованной учебной 
программой дисциплины; 
– умение ориентироваться в базовых теориях, концепциях и 
направлениях по изучаемой дисциплине и давать им 
сравнительную оценку; 
– активная самостоятельная работа на практических, 
лабораторных занятиях, периодическое участие в 
групповых обсуждениях, высокий уровень культуры 
исполнения заданий. 


7 (семь) – систематизированные, глубокие и полные знания по всем 
разделам учебной программы; 
– использование научной терминологии (в том числе на 
иностранном языке), лингвистически и логически 
правильное изложение ответа на вопросы, умение делать 
обоснованные выводы; 
– владение инструментарием учебной дисциплины, умение 
его использовать в постановке и решении научных и 
профессиональных задач; 
– усвоение основной и дополнительной литературы, 
рекомендованной учебной программой дисциплины; 
– умение ориентироваться в основных теориях, концепциях 
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и направлениях по изучаемой дисциплине и давать им 
критическую оценку; 
– самостоятельная работа на практических, лабораторных 
занятиях, участие в групповых обсуждениях, высокий 
уровень культуры исполнения заданий. 


8 (восемь) – систематизированные, глубокие и полные знания по всем 
поставленным вопросам в объеме учебной программы; 
– использование научной терминологии, стилистически 
грамотное, логически правильное изложение ответа на 
вопросы, умение делать обоснованные выводы; 
– владение инструментарием учебной дисциплины 
(методами комплексного анализа, техникой 
информационных технологий), умение его использовать в 
постановке и решении научных и профессиональных задач; 
– способность самостоятельно решать сложные проблемы в 
рамках учебной программы; 
– усвоение основной и дополнительной литературы, 
рекомендованной учебной программой дисциплины; 
– умение ориентироваться в основных теориях, концепциях 
и направлениях по изучаемой дисциплине и давать им 
критическую оценку с позиций государственной идеологии 
(по дисциплинам социально-гуманитарного цикла); 
– активная самостоятельная работа на практических, 
лабораторных занятиях, систематическое участие в 
групповых обсуждениях, высокий уровень культуры 
исполнения заданий. 


9 (девять) – систематизированные, глубокие и полные знания по всем 
разделам учебной программы; 
– точное использование научной терминологии (в том числе 
на иностранном языке), стилистически грамотное, логически 
правильное изложение ответа на вопросы; 
– владение инструментарием учебной дисциплины, умение 
его эффективно использовать в постановке и решении 
научных и профессиональных задач; 
– способность самостоятельно и творчески решать сложные 
проблемы в нестандартной ситуации в рамках учебной 
программы; 
– полное усвоение основной и дополнительной литературы, 
рекомендованной учебной программой дисциплины; 
– умение ориентироваться в основных теориях, концепциях 
и направлениях по изучаемой дисциплине и давать им 
критическую оценку; 
– самостоятельная работа на практических, лабораторных 
занятиях, творческое участие в групповых обсуждениях, 
высокий уровень культуры исполнения заданий. 
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10 (десять) – систематизированные, глубокие и полные знания по всем 
разделам учебной программы, а также по основным 
вопросам, выходящим за ее пределы; 
– точное использование научной терминологии (в том числе 
на иностранном языке), стилистически грамотное, логически 
правильное изложение ответа на вопросы; 
– безупречное владение инструментарием учебной 
дисциплины, умение его эффективно использовать в 
постановке и решении научных и профессиональных задач; 
– выраженная способность самостоятельно и творчески 
решать сложные проблемы в нестандартной ситуации; 
– полное и глубокое усвоение основной и дополнительной 
литературы, рекомендованной учебной программой 
дисциплины; 
– умение ориентироваться в теориях, концепциях и 
направлениях по изучаемой дисциплине и давать им 
критическую оценку, использовать научные достижения 
других дисциплин; 
– творческая самостоятельная работа на практических, 
лабораторных занятиях, активное участие в групповых 
обсуждениях, высокий уровень культуры исполнения 
заданий. 
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1. Пояснительная записка


Цели и задачи дисциплины


Цель и задачи изучения дисциплины


Общая биохимия относится к одной из важнейших научных дисциплин, 
необходимых для подготовки специалистов химического, медико-биологического 
профилей, а также специалистов, работающих в сфере экологического мониторинга и 
защиты окружающей среды от токсичных химических веществ и радиоактивных 
элементов. Изучение «Общей биохимии» позволяет формировать у студентов целостность 
системы представлений о её роли в области естественных наук, в научно техническом 
прогрессе, а также в развитии современного индустриального общества. Изучение 
различных тем курса «Общая биохимия» позволяет показать общность химических 
процессов, протекающих в природе, а также выяснить механизмы химических и 
ферментативных реакций в бактериальных клетках и клетках животного и растительного 
происхождения.


Целью и задачами изучения дисциплины является усвоение базового уровня знаний 
по биохимии, включая понятия, вещества и общие закономерности химических основ 
жизни с последующим формированием целостной системы представлений об 
организации, регуляции и интеграции метаболизма в организме человека, о его 
молекулярно-метаболических взаимоотношениях с окружающей средой.


Изучение курса «Общая биохимия» необходимо для дальнейшего освоения 
студентами специальных дисциплин, связанных с медициной, биологией и актуальными 
проблемами экологии.


В результате изучения курса «Общая биохимия» выпускники должны 


знать:
-  основные биохимические понятия и термины;
-  основные пути синтеза и расщепления органических веществ в клетке;
-  источники энергетического обеспечения метаболизма в живых системах;
-  биохимические принципы функционирования клетки с целью оценки процессов 
жизнедеятельности в норме и при патологии;
-  методы биохимического анализа для исследования взаимосвязи структуры и функции 
биологических объектов;


уметь:
-  провести экспериментальные исследования состава и свойств основных
биологических макромолекул и низкомолекулярных веществ;
-  выполнить биохимические анализы с использованием общедоступного лабораторного 
оборудования;
-  анализировать результаты биохимических экспериментов.


владеть:
-  методами подготовки образцов для биохимического анализа;
-  навыками определения качественного и количественного состава основных 
органических веществ клеток;
-  методическими приемами анализа ферментативных реакций и свойств ферментов.
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Учебная программа по учебной дисциплине «Общая биохимия» разработана в 
соответствии с образовательным стандартом высшего образования первой ступени и 
типовым учебным планом по специальности 1-80 02 01 Медико-биологическое дело. 
Программа рассчитана на 296 часов, в том числе аудиторных 134 часа, из них на лекции 
отводится 68 часов, лабораторные занятия -  40 часов, семинарские занятия -  26 часов. 
Контроль знаний по семестрам предполагает проведение контрольных работ.


Перечень дисциплин, усвоение которых необходимо для изучения данной дисциплины


№
п/п


Наименование дисциплины Раздел и тема


1. Химия
Раздел: Органическая химия


Многоатомные спирты. Строение 
карбонильной группы в альдегидах и кетонах. 
Карбоновые кислоты и их производные. 
Ненасыщенные карбоновые и дикарбоновые 
кислоты. Гетерофункциональные 
органические соединения: углеводы, 
гидроксикарбоновые и аминокислоты. 
Гетероциклические соединения.


2. Химия
Раздел: Физическая и коллоидная 
химия


Основы термодинамики


2. Содержание учебного материала


Наименование тем лекционных занятий, их содержание


№
п/п


Наименование тем Содержание


1. Предмет биохимии Биохимия в системе естественных наук (молекулярная 
биология, биофизика, биоорганическая химия, 
цитология, генетика, физиология). Роль биохимии в 
развитии медицины, ветеринарии и агрохимии.


2. Аминокислоты: 
структура, свойства 
аминокислот и 
биологическая роль


Общие структурные свойства. а-аминокислоты. 
Стереоизомерия аминокислот. Классификация. 
Химические свойства. Разделение на группы по 
полярности (неполярные, полярные незаряженные, 
полярные заряженные, отрицательно-заряженные, 
положительнозаряженные). Алифатические и 
ароматические аминокислоты. Биологическая роль. 
Протеиногенные и непротеиногенные аминокислоты. 
Стандартные и нестандартные аминокислоты. 
Заменимые и незаменимые аминокислоты. Методы 
исследования аминокислот.


3. Метаболизм 
аминокислот. 
Метаболизм азота в 
организме


Катаболизм аминокислот. Окислительное 
расщепление аминокислот. Расщепление аминокислот 
с образованием ацетил-СоА. Расщепление 
аминокислот с образованием а-кетоглутарата. 
Расщепление с образованием сукцинил-СоА.
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Глюкогенные, кетогенные аминокислоты. 
Дезаминирование аминокислот. Окислительное 
дезаминирование аминокислот. Ферменты, 
участвующие в дезаминировании. Транспорт аммиака 
в организме. Роль глутамина в организме. Цикл 
мочевины. Мочевая кислота.
Биосинтез аминокислот. Биосинтез заменимых 
аминокислот. Биосинтез глутамата, глутамина и 
пролина. Биосинтез аланина, аспартата и аспарагина. 
Биосинтез тирозина. Биосинтез цистеина. Биосинтез 
серина. Биосинтез незаменимых аминокислот. 
Аллостерическая регуляция биосинтеза аминокислот. 
Регуляция биосинтеза аминокислот путем изменения 
концентрации фермента.
Производные аминокислот. Участие аминокислот в 
синтезе специализированных продуктов. Роль 
декарбоксилирования аминокислот в синтезе 
биологически активных веществ. Синтез гормонов, 
нейромедиаторов, регуляторов роста. Роль глицина в 
биосинтезе порфиринов.


4. Белки: структура, 
функции. Важнейшие 
группы белков


Структура белков. Уровни организации белков. 
Первичная структура белков. Пептидная связь, ее 
строение и свойства. Строение пептидов. Химические 
свойства пептидов. Биологически активные пептиды: 
окситоцин, брадикинин, тиреолиберин, грамицидин С, 
энкефалины. Роль торсионных углов в формировании 
полипептидного остова белков. Карты Рамачандрана. 
Вторичная структура белков. Структурирующие силы, 
определяющие вторичную структуру. Упорядоченная 
и неупорядоченная вторичная структура. Вторичная 
структура в форме спиралей. а-Спираль. Вторичная 
структура в форме Р-складчатого слоя. [3-Изгиб, Р- 
шпилька.
Третичная структура белков. Структурирующие силы, 
определяющие третичную структуру. Денатурация и 
ренатурация белков. Фолдинг белка. Глобулярные 
белки. Миоглобин. Гистоны. Структура и функции 
фибриллярных белков на примере а-кератинов, Р- 
кератинов, коллагена, эластина.
Четвертичная структура белков. Понятия субъединица 
и протомер. Принципы формирования олигомерных 
белков. Структурирующие силы, определяющие 
четвертичную структуру. Гемоглобин. Гексакиназа 
дрожжей. Глутаминсинтетаза E. coli.
Биологические функции белков. Классификация 
белков. Методы исследования белков. Использование 
методов ЯМР, рентгеноструктурного анализа и 
электронной микроскопии в установлении третичной 
и четвертичной структуры белков.
Метаболизм белков. Расщепление белков в
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желудочно-кишечном тракте. Протеазы (пепсин, 
трипсин, химотрипсин, аминопептидазы, 
карбоксипептидазы), особенности функционирования 
сериновых протеаз. Проферменты. Активирование 
проферментов. Биологическая роль биосинтеза 
проферментов.
Протеолитическая деградация белков в клетке. 
Убиквитин-зависимая и убиквитин-независимая 
деградация белков. Протеосомы.


5. Ферменты: структура и
биологическая роль.
Кинетика
ферментативных
реакций. Регуляция
ферментативной
активности. Принципы и
механизмы
метаболической
регуляции


Структура и биологическая роль ферментов. 
Принципы классификации и номенклатура ферментов. 
Основные представления о механизме и кинетике 
ферментативных реакций.
Активность ферментов. Единицы измерения 
активности ферментов. Удельная активность. Число 
оборотов фермента. Регуляция ферментативной 
активности. Факторы, определяющие каталитическую 
эффективность ферментов. Активные центры 
ферментов. Активаторы и ингибиторы. Конкурентное, 
неконкурентное и бесконкурентное ингибирование 
ферментов. Изоферменты.
Принципы и механизмы метаболической регуляции. 
Аллостерические ферменты. Кооперативность 
действия субъединиц ферментов. Субстратная 
специфичность. Константа Михаэлиса-Ментен. 
Принцип обратной связи. Регуляторная модификация 
ферментов. Уровни метаболической регуляции и 
метаболические каскады. Обобщенный механизм 
регуляции метаболизма внешними сигналами.


6. Углеводы: структура и 
свойства. Биологическая 
роль углеводов


Классификация и номенклатура углеводов. Структура 
и свойства моносахаридов. Альдозы и кетозы. 
Изображение пространственной структуры сахаров. 
Проекционные формулы Фишера. Стереоизомерия 
моносахаридов. L- и D-стерео-изомеры. Энантиомеры. 
Диастериоизомеры. Явление эпимерии. Право- и 
левовращающие оптические изомеры. Удельная 
величина вращения. Изменение оптической 
активности. Циклические структуры моносахаридов. 
Пиранозы и фуранозы. Перспективные формулы 
Хеуорса. Аномерные формы моносахаридов. Явление 
мутаротация. Методы анализа углеводов.
Биологически важные углеводы. Глюкоза. Манноза. 
Галактоза. Фруктоза. Биологически важные пентозы. 
Рибоза. Дезоксирибоза. Произ-водные моносахаридов. 
Аминосахара. Гликозиды.
Структура и биологическая роль олигосахаридов. 
Дисахариды. Мальтоза. Целлобиоза. Лактоза. 
Сахароза. Стахиоза. Раффиноза. Олигосахариды 
молока.
Биологически значимые полисахариды. Крахмал
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(амилоза, амилопектин). Гликоген. Целлюлоза. 
Пектин. Хитин. Структура и биологическая роль 
гликопротеинов, гликозаминогликанов, 
протеогликанов.


7. Метаболизм углеводов. 
Клеточное дыхание


Катаболизм углеводов. Расщепление глюкозы и 
других моносахаридов путем анаэробного и аэробного 
гликолиза. Две стадии гликолиза. Ферментное 
обеспечение. Субстратное фосфорилирование. 
Вовлечение дисахаридов и гликогена в 
гликолитический путь расщепления. Баланс 
гликолиза. Регуляция гликолиза. Спиртовое, 
молочнокислое, уксуснокислое и маслянокислое 
брожения.
Окисление пировиноградной кислоты. 
Пируватдегидрогеназный комплекс. Ферментное 
обеспечение процесса окислительного 
декарбоксилирования пировиноградной кислоты. Роль 
коферментов. Регуляция процесса.
Цикл лимонной кислоты и его биологическая роль. 
Ферментное обеспечение процесса. Стадии 
образования восстановительных эквивалентов. Роль 
коферментов. Регуляция процесса. Баланс цикла 
лимонной кислоты. Глиоксилатный цикл и его 
биологическая роль.
Перенос электронов по дыхательной цепи на 
кислород. Окислительное фосфорилирование. Роль 
пиридиновых нуклеотидов. Синтез АТФ. АТФ- 
синтетаза. Сопряжение переноса электронов с 
синтезом АТФ. Хемиосмотическая гипотеза. 
Транспортные системы митохондрий.
Вторичные пути катаболизма глюкозы. 
Пентозомонофосфатный путь и его биологическая 
роль. Окислительная и неокислительная стадии пути. 
Ферментное обеспечение процесса. Баланс 
пентозомонофосфатного пути. Путь превращение 
глюкозы в глюкуроновую кислоту и аскорбиновую 
кислоту.
Биосинтез углеводов в животных тканях. 
Глюконеогенез. Ферментное обеспечение процесса. 
Общие стадии с процессом гликолиза. Обходные пути 
глюконеогенеза. Энергетическое обеспечение 
глюконеогенеза. Реципрокная регуляция 
глюконеогенеза и гликолиза. Холостые циклы в 
углеводном обмене. Биосинтез гликогена. Ферментное 
обеспечение процесса. Роль уридинтрифосфата. 
Реципрокная регуляция гликоген-синтазы и гликоген- 
фосфорилазы.
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8. Липиды: структура и 
биологические функции


Биологические функции липидов. Общие свойства, 
классификация и номенклатура липидов. Методы 
исследования липидов.
Жирные кислоты. Насыщенные и ненасыщенные 
жирные кислоты. Строение и свойства нейтральных 
жиров. Воска.
Строение и свойства фосфолипидов. 
Фосфоглицериды. Фосфатидная кислота. 
Фосфатидилхолин (лецитин). Фосфатидилэтаноламин 
(кефалин). Фосфатидилсерин. Фосфатидилинозитол. 
Кардиолипин. Лизофосфолипиды. Плазмалогены. 
Сфингомиелины. Сфингозин и дигидросфингозин. 
Церамиды. Строение и свойства гликолипидов. 
Галактоцереброзиды и глюкоцереброзиды. 
Ганглиозиды. Биологическая роль гликолипидов. 
Строение и свойства стероидов. Холестерол и его 
эфиры. Желчные кислоты. Эргостерин. Терпены. 
Каротиноиды. Их биологическая роль.
Соединения липидов с другими макромолекулами. 
Липопротеины и их биологическая роль. 
Биологические мембраны. Образование мицелл, 
монослоев и бислоев. Липосомы и их применение для 
направленного транспорта веществ. Структура, 
свойства и функции биологических мембран. 
Жидкостно-мозаичная модель строения мембран. 
Асимметричность мембран. Лектины и их 
биологическая роль. Динамичность состава и свойств 
мембран. Синтез мембран, концепция направленного 
выведения.


9. Метаболизм липидов Катаболизм липидов. Окисление жирных кислот в 
тканях животных. Транспорт жирных кислот в 
митохондрии. Активирование жирных кислот. Роль 
кофермента А. Две стадии окисления жирных кислот в 
митохондриях. Ферментное обеспечение процесса. 
Уравнение окисления жирных кислот. Окисление 
ненасыщенных жирных кислот. Окисление жирных 
кислот с нечетным числом атомов углерода. 
Образование кетоновых тел в печени и их окисление в 
других органах. Регуляция окисления жирных кислот 
и образования кетоновых тел.
Биосинтез липидов. Биосинтез жирных кислот. 
Структура синтазной системы для жирных кислот. 
Челночный механизм переноса ацильных групп из 
цитозоля в митохондриальный матрикс. Путь 
биосинтеза пальмитиновой кислоты и его ферментное 
обеспечение. Биосинтез других жирных кислот. 
Регуляция биосинтеза жирных кислот. Биосинтез 
триацилглицеролов и его регуляция. Биосинтез 
глицеролфосфатидов. Участие полярных липидов в 
образовании клеточных мембран. Биосинтез
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холестерола и других стероидов. Роль 
изопентенилпирофосфата.


10. Структура и 
биологические функции 
нуклеиновых кислот


Структура нуклеиновых кислот. Пуриновые и 
пиримидиновые основания. Углеводные компоненты 
нуклеиновых кислот. Нуклеозиды. Нуклеозидфосфаты 
и их биологическая роль. АТФ и ее функция. 
Мононуклеотиды. Циклические нуклеотиды. 
Классификация нуклеиновых кислот. ДНК и РНК. 
Значение двухспирального строения ДНК. Принцип 
комплементарности. Типы РНК. Информационная 
РНК. Транспортная РНК. Рибосомальная РНК. 
Методы анализа нуклеиновых кислот.


11. Метаболизм нуклеиновых 
кислот


Биосинтез пуриновых нуклеотидов. Синтез пуриновых 
оснований de novo. Регуляция биосинтеза пуриновых 
нуклеотидов. Биосинтез пиримидиновых нуклеотидов 
и его регуляция. Образование 
дезоксирибонуклеотидов.
Катаболизм пуриновых и пиримидиновых 
нуклеотидов. Образование инозина, гипоксантина, 
ксантина, мочевой кислоты. Разнообразие путей 
выведения мочевой кислоты у различных организмов. 
Реутилизация пуриновых оснований и ее 
биологическое значение.


12. Репликация ДНК. 
Экспрессия генов


Репликация ДНК. Полуконсервативный способ 
репликации ДНК. Опыты М. Мезельсона и Ф. Сталя. 
Репликация ДНК бактерий. Особенности репликации 
эукариотической ДНК. Репликация ДНК вирусов по 
механизму «катящегося кольца». ДНК-полимеразы. 
Дезокирибонуклеозидтрифосфаты в репликации ДНК. 
Молекулярный механизм репликации ДНК. 
Репликация ведущей и отстающей цепи ДНК. 
Фрагменты Оказаки. Роль РНК-затравки в репликации 
отстающей цепи. ДНК-лигазы и их роль в репликации 
ДНК. Участие белков в репликации ДНК. 
Транскрипция ДНК. Функции ДНК-зависимых РНК- 
полимераз. Избирательное ингибирование РНК- 
полимераз. Посттрансляционный процессинг 
транскриптов РНК. Регуляция транскрипции ДНК. 
Обратные транскриптазы.
Основные этапы биосинтеза белка. Общие 
представления о структуре хроматина и гена. 
Генетический код. Рибосомы и их структура. Этапы 
процесса трансляции иРНК. Активация аминокислот. 
Инициация, элонгация и терминация синтеза поли­
пептидов. Белковые факторы инициации, элонгации и 
терминации. Высвобождение полипептидов из 
рибосом. Сворачивание полипептидной цепи. 
Посттрансляционный процессинг белков. Транспорт 
белков в клетке. Регуляция трансляции. 
Ингибирование синтеза белка. Генная инженерия.
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13. Фотосинтез Биосинтез углеводов в растительных тканях. 
Фотосинтез. Уравнения фотосинтеза. Световая фаза 
фотосинтеза. Хлорофиллы и вспомогательные 
пигменты. Фотосистемы I и II. Роль переносчиков 
электронов. Фотофосфорили-рование. Темновая фаза 
фотосинтеза. Восстановление двуокиси углерода в 
цикле Кальвина. Ферментное обеспечение. Суммарная 
реакция цикла Кальвина. Регуляция темновых 
реакций. Путь Хэтча-Слэка и его биологическая роль. 
Фотодыхание.


14. Введение. Клеточный 
цикл: рост и деление 
клеток


Фазы клеточного цикла, их продолжительность, 
характеристика, причинные взаимосвязи и методы 
исследования. Изменение синтеза белка.
Митоз— кульминация клеточного цикла: основные 
стадии, значение.


15. Регуляция клеточного 
цикла: механизмы 
координации процессов 
деления у одноклеточных 
и многоклеточных 
организмов


Дрожжи, как модельная система, 
температурочувствительные мутантные штаммы. 
“Точка старта” и регуляция размеров клетки дрожжей. 
Мутации цикла клеточного деления. Циклины и 
циклин-зависимые протеинкиназы в регуляции 
событий клеточного цикла.
Экзогенные и эндогенные регуляторы пролиферации 
у многоклеточных и их взаимодействие: факторы 
роста, контактное торможение, зависимость деления 
от прикрепления, роль интегринов. Состояние покоя 
(G0). Феномен клеточного старения. Апоптоз.


16. Пути реализации 
информации в организме. 
Передача сигналов через 
клеточные мембраны


Механизмы химической межклеточной сигнализации, 
контактное взаимодействие, эндокринная 
сигнализация, паракринная сигнализация, 
синаптическая передача. Рецепторные белки 
клеточной поверхности: каналообразующие, 
каталитические, а также рецепторы, сопряженные с 
G-белками. Молекулярные механизмы передачи 
возбуждения в химическом синапсе. G-белки: рабочий 
цикл, особенности структуры, функциональное 
разнообразие.


17. Механизмы действия 
вторичных внутри­
клеточных мессен­
джеров: кальций -  
универсальный 
внутриклеточный 
посредник


Основные системы, участвующие в регуляции 
гомеостаза внутриклеточного кальция.
Кальмодулин — универсальный внутриклеточный 
кальций-связывающий белок. Роль мембранных 
инозитолфосфолипидов в передаче и реализации 
сигнала в клетке.


18. Циклические
нуклеотиды.
Механизмы адаптации 
клеток -  мишеней


Современная модель аденилатциклазного комплекса. 
Механизмы действия сАМР, сGМР. Взаимодействие 
различных сигнальных систем в клетке. Общие 
закономерности формирования молекулярных основ 
гормонокомпетентности. Молекулярные механизмы 
десенситизации клеток-мишеней.
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Лабораторные занятия, их содержание


№
п/п


Наименование тем Содержание


1. Аминокислоты. Методы 
обнаружения и 
идентификации 
аминокислот. 
Качественные реакции на 
аминокислоты, пептиды и 
белки


1. Поведение положительно и отрицательно 
заряженных аминокислот в водных растворах.


2. Реакции аминокислот с простыми сахарами.
3. Хроматографическое разделение смеси 


аминокислот на бумаге.
4. Приготовление раствора белка для проведения 


качественных реакций.
5. Идентификация аминокислот в составе белка 


(нингидриновая реакция, ксантопреновая реакция, 
реакция Фоля).


6. Качественные реакции на индивидуальные 
аминокислоты.


а) определение триптофана по реакции с
формальдегидом, реакции Адамкевича, реакции
Гопкинса-Коле, реакции Шульце-Распайля;
б) определение пролина по нингидриновой реакии;
в) определение тирозина с реактивом Миллона;
г) определение аргинина по реакции Сакагучи;
д) идентификация гистидина по реакции Паули;
е) реакция на метионин по Маккарти и Салливана;
ж) определение глицина по реакции Циммермана.
7. Качественное определение пептидов и белков 


биуретовым методом.
2. Простые белки. Физико­


химические свойства 
белков


1. Определение изоэлектрической точки желатина и 
казеина.


2. Реакции осаждения белков:
а) термическое осаждение белков;
б) осаждение белков минеральными кислотами;
в) осаждение белков органическими кислотами;
г) влияние органических растворителей на 
устойчивость водных растворов белков;
д) осаждение белков фенолом и формальдегидом.
3. Действие солей тяжелых металлов на растворы 


белков.
4. Фракционное осаждение белков методом 


высаливания:
а) фракционирование глобулинов и альбуминов 
сульфатом аммония;
б) фракционирование глобулинов и альбуминов 
хлористым натрием и сернокислым магнием;
в) явление обратимости высаливания.


3. Сложные белки. Методы 
выделения белков в 
гомогенном состоянии.


1. Бензидиновая проба на гемоглобин.
2. Выделение и кристаллизация гемоглобина.
3. Выделение казеина молока.
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Методы количественного 
определения белка. 
Определение белка 
неизвестной 
концентрации


4. Идентификация фосфатных остатков в казеине.
5. Методы количественного определения белка 


(биуретовый метод, метод Лоури, метод 
Брэдфорд).


6. Построение калибровочных графиков для 
количественного определения белка.


7. Определение концентрации белка в образцах по 
калибровочным графикам.


4. I. Сравнение действия 
неорганических 
катализаторов и 
ферментов


II. Количественный 
анализ каталитической 
активности ферментов. 
Анализ амилолитической 
активности амилазы 
слюны


1. Приготовление ферментного препарата амилазы 
слюны.


2. Определение степени гидролиза крахмала под 
действием соляной кислоты с использованием 
раствора Люголя и реакции Троммера.


3. Определение гидролитического действия амилазы.
1. Оценка влияния концентрации фермента на 


скорость энзиматической реакции.
2. Изучение влияния pH на активность амилазы 


слюны.
3. Изучение зависимости скорости ферментативной 


реакции от температуры реакционной смеси.
4. Специфичность действия амилазы.


5. Кинетика 
ферментативных 
реакций. Регуляция 
активности ферментов


1. Определение основных кинетических параметров 
ферментативной реакции, Km  и Vm a x , на примере 
гидролиза ацетилтиохолина под действием 
ацетилхолинэстеразы.


2. Графическое определение Km  и Vm a x  методом 
двойных обратных величин.


3. Влияние активаторов и ингибиторов на 
кинетические параметры ферментативных 
реакций.


4. Расчет константы ингибирования реакции 
гидролиза ацетилтиохолина в присутствии 
ингибитора -  ацетилхолина.


6. Углеводы: строение и 
свойства. Методы 
разделения и
идентификация углеводов


1. Химические свойства углеводов.
2. Идентификация альдегидных групп в 


моносахаридах и дисахаридах (реакция 
серебряного зеркала, проба Троммера, реакция 
Ниландера, метиленовая проба).


3. Доказательство образования циклических форм 
моносахаридов в растворе по реакции с 
фуксинсернистой кислотой.


4. Качественные реакции на моносахариды и 
полисахариды.


5. Хроматографическое разделение углеводов на 
бумаге.


7. Гликопротеины и 
протеогликаны. Методы 
количественного 
определения углеводов


1. Выделение яичного альбумина.
2. Доказательство наличия углеводной компоненты в 


яичном альбумине.
3. Определение глюкозы в биологических жидкостях 


орто-толуидиновым методом.
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4. Определение глюкозы в биологичесих жидкостях 
глюкозо-оксидазным методом.


8. Нейтральные жиры. 
Стероиды


1. Свойства триацилглицеролов:
а) эмульгирование и растворение жиров;
б) омыление триацилглицеролов и определение
свободных жирных кислот;
в) доказательство присутствия непредельных высших
жирных кислот в трацилглицеролах.
2. Качественные реакции на триацилглицеролы 


(реакции с акролеином, осмиевой кислотой и 
суданом III).


3. Количественное определение триацилглицеролов с 
диэтилдитиокарбоматом.


4. Качественные реакции на холестерол (реакции 
Шиффа, Сальковского и Либермана-Бурхарда).


5. Качественные реакции на желчные кислоты 
(реакции Гея и Петенкоффера).


6. Количественное определение холестерина по 
методу Илька.


9. Сложные липиды 1. Выделение фосфатидилхолина из яичного желтка.
2. Свойства фосфолипидов:
а) эмульгирование фосфолипидов;
б) влияние хлористого кадмия на устойчивость 
эмульсии фосфатидилхолина.
3. Определение состава фосфолипидов:
а) гидролиз фосфатидилхолина (обнаружение холина, 
жирных кислот, глицерола, фосфора).


10. I. Выделение 
нуклеопротеинов. 
Качественные реакции на 
присутствие компонентов 
нуклеопротеинов в 
растворе. Количественное 
определение 
нуклеиновых кислот


II. Витамины: структура и 
свойства. Качественные 
реакции на 
водорастворимые и 
жирорастворимые 
витамины


1. Выделение фракции нуклеопротеидов из 
пекарских дрожжей Saccharomyces cerevisiae.


2. Качественное обнаружение компонентов 
нуклеопротеидных комплексов (полипептидов, 
пуриновых оснований, пентоз и фосфорной 
кислоты).


3. Количественное определение содержания 
нуклеиновых кислот:


а) определение РНК орциновым методом;
б) определение ДНК дифениламиновым методом.
1. Качественные реакции на жирорастворимые 


витамины (витамины А, D, Е, K).
2. Качественные реакции на водорастворимые 


витамины (определение витаминов В1, В2, В6, P, 
PP, С).


Практические и семинарские занятия, их содержание


№
п/п


Наименование тем Содержание


1. Аминокислоты Структура и свойства аминокислот. Метаболизм
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аминокислот. Деградация аминокислот.
2. Белки Уровни структурной организации белков. 


Катаболизм белков. Методы исследования 
первичной структуры белков.


3. Ферменты: структура, 
биологическая роль, 
классификация


Структура и биологическая роль ферментов. Классы 
ферментов и основные принципы их 
функционирования.


4. Регуляция 
ферментативной 
активности. Кинетика 
ферментативных реакций


Регуляция ферментативной активности. Зависимость 
ферментативной реакции от температуры и рН 
среды. Ингибиторы и активаторы ферментов. 
Аллостерическая регуляция. Кинетика 
ферментативных реакций.


5. Метаболизм углеводов и 
его регуляция: гликолиз. 
Клеточное дыхание


Анаэробный и аэробный гликолиз. Цикл лимонной 
кислоты. Окислительное фосфорилирование.


6. Метаболизм углеводов и 
его регуляция: вторичные 
пути метаболизма 
углеводов


Глиоксилатный цикл. Пентозомонофосфатный цикл. 
Глюконеогенез. Гликогенез и гликогенолиз. 
Координированная регуляция биосинтеза и 
расщепления углеводов.


7. Метаболизм липидов и 
его регуляция


Окисление жирных кислот. Биосинтез насыщенных и 
ненасыщенных жирных кислот. Биосинтез липидов. 
Регуляция метаболизма липидов.


8. Метаболизм нуклеиновых 
кислот и его регуляция


Биосинтез нуклеотидов de novo и принципы его 
регуляции. Деградация и обновление нуклеотидов и 
нуклеозидов.


9. Фотосинтез Световая и темновая фазы фотосинтеза. Цикл 
Кальвина. С3 и С4-растения.


10. Витамины. Минеральные 
соединения


Особенности структуры и функций водорастворимых 
и жирорастворимых витаминов. Роль витаминов в 
осуществлении ферментативных реакций. 
Неорганические элементы в живых организмах и их 
биологическая роль.


11. Клеточный цикл: рост и 
деление клеток 
Регуляция клеточного 
цикла


Фазы клеточного цикла, их продолжительность, 
характеристика, причинные взаимосвязи и методы 
исследования. Изменение синтеза белка.
Митоз -  кульминация клеточного цикла: основные 
стадии, значение. Дрожжи, как модельная система, 
температурочувствительные мутантные штаммы. 
“Точка старта” и регуляция размеров клетки 
дрожжей. Мутации цикла клеточного деления. 
Циклины и циклин-зависимые протеинкиназы в 
регуляции событий клеточного цикла. Факторы 
роста. Контактное торможение, зависимость деления 
от прикрепления, роль интегринов. Состояние покоя 
(G0). Феномен клеточного старения. Апоптоз.


12. Передача сигналов через 
клеточные мембраны


Механизмы химической межклеточной 
сигнализации, контактное взаимодействие, 
эндокринная сигнализация, паракринная 
сигнализация, синаптическая передача. Рецепторные 
белки клеточной поверхности: каналообразующие,
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каталитические, а также рецепторы, сопряженные с 
G-белками. Молекулярные механизмы передачи 
возбуждения в химическом синапсе. G-белки: 
рабочий цикл, особенности структуры, 
функциональное разнообразие. Современная модель 
аденилатциклазного комплекса.


13. Механизмы действия 
вторичных 
внутриклеточных 
посредников


Основные системы, участвующие в регуляции 
гомеостаза внутриклеточного кальция.
Кальмодулин -  универсальный внутриклеточный 
кальций-связывающий белок. Роль мембранных 
инозитолфосфолипидов в передаче и реализации. 
Механизмы действия сАМР, сGМР. Взаимодействие 
различных сигнальных систем в клетке. Общие 
закономерности формирования молекулярных основ 
гормонокомпетентности. Молекулярные механизмы 
десенситизации клеток-мишеней.







3. Учебно-методическая карта дисциплины
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1 2 3 4 5 6 7 8
1. ОБЩАЯ БИОХИМИЯ (134 ч.) 68 26 40 — -
1.1. Предмет биохимии (2 ч.) 2 - - - -


1.1.1.
Биохимия в системе естественных наук. 
Роль биохимии в развитии медицины, 
ветеринарии и агрохимии.


2


1.2.
Аминокислоты: структура, свойства 
аминокислот и биологическая роль 
(8 ч )


4 4


1.2.1.


Общие структурные свойства 
аминокислот.
Стереоизомерия аминокислот. 
Классификация аминокислот. 
Химические свойства.


2 2
№1


1 2 45 - ^ 5  1


1.2.2.


Биологическая роль аминокислот. 
Протеиногенные и непротеиногенные 
аминокислоты. Методы исследования 
аминокислот.


2 2
№1


1, 2, 4


1.3. Метаболизм аминокислот (8 ч.) 6 2 - - -


1.3.1.


Катаболизм аминокислот. 
Окислительное расщепление 
аминокислот. Глюкогенные, кетогенные 
аминокислоты.


2 2 1, 2, 3


1.3.2.


Дезаминирование аминокислот. 
Ферменты, участвующие в 
дезаминировании.
Транспорт аммиака в организме. Цикл 
мочевины.
Биосинтез аминокислот.


2 1, 2, 3


1.3.3.


Биосинтез заменимых аминокислот. 
Биосинтез незаменимых аминокислот. 
Производные аминокислот.
Участие аминокислот в синтезе 
специализированных продуктов.


2 1, 2, 3


1.4. Белки: структура, функции. 6 2 8 - -
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Важнейшие группы белков (16 ч.)


1.4.1.
Структура белков. Уровни организации 
белков. Первичная структура белков. 
Вторичная структура белков.


2 2 4
№2


1, 2, 3, 4


1.4.2.
Третичная структура белков. Фолдинг 
белка.
Четвертичная структура белков.


2 1, 2, 3, 4


1.4.3.


Биологические функции белков. 
Классификация белков. Методы 
исследования белков.
Метаболизм белков. Расщепление 
белков в желудочно-кишечном тракте. 
Протеолитическая деградация белков в 
клетке.


2 4
№3


1, 2, 3, 4


1.5.


Ферменты: структура и 
биологическая роль. Кинетика 
ферментативных реакций. Регуляция 
ферментативной активности. 
Принципы и механизмы 
метаболической регуляции (18 ч.)


6 4 8


1.5.1.


Структура и биологическая роль 
ферментов.
Принципы классификации и 
номенклатура ферментов.
Основные представления о механизме и 
кинетике ферментативных реакций.


2 2 4
№4


1, 2, 3, 4


1.5.2.


Активность ферментов.
Регуляция ферментативной активности. 
Активные центры ферментов. 
Активаторы и ингибитоторы.


2 2 4
№5


1, 2, 3, 4


1.5.3.


Принципы и механизмы метаболической 
регуляции. Аллостерические ферменты. 
Принцип обратной связи.
Уровни метаболической регуляции и 
метаболические каскады. Обобщенный 
механизм регуляции метаболизма 
внешними сигналами.


2 1, 2, 3, 4


1.6. Углеводы: структура и свойства. 
Биологическая роль углеводов (12 ч.)


4 — 8 — —


1.6.1.
Классификация и номенклатура 
углеводов.
Структура и свойства моносахаридов.


2 4
№6


1, 2, 4


1.6.2.


Биологически важные углеводы. 
Структура и биологическая роль 
олигосахаридов.
Биологически значимые полисахариды. 
Методы анализа углеводов.


2 4
№7


1, 2, 4


1.7. Метаболизм углеводов. Клеточное 
дыхание (14 ч.)


10 4 — — —


1.7.1. Катаболизм углеводов. 2 2 - — — 1, 2, 3
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Расщепление глюкозы и других 
моносахаридов путем анаэробного и 
аэробного гликолиза.


1.7.2. Брожение.
Окисление пировиноградной кислоты.


2 — — — 1, 2, 3


1.7.3.


Цикл лимонной кислоты и его 
биологическая роль.
Глиоксилатный цикл и его 
биологическая роль.
Окислительное фосфорилирование.


2 1, 2, 3


1.7.4.


Транспортные системы митохондрий. 
Вторичные пути катаболизма глюкозы. 
Пентозомонофосфатный путь и его 
биологическая роль.


2 2 1, 2, 3


1.7.5.


Биосинтез углеводов в животных тканях. 
Глю конеогенез.
Холостые циклы в углеводном обмене. 
Биосинтез и деградация гликогена.


2 1, 2, 3


1.8. Липиды: структура и биологические 
функции (12 ч.)


4 — 8 — —


1.8.1.


Биологические функции липидов. 
Общие свойства, классификация и 
номенклатура липидов. Методы 
исследования липидов.
Жирные кислоты.
Строение и свойства нейтральных 
жиров. Воска.
Строение и свойства фосфолипидов. 
Сфингомиелины.
Строение и свойства гликолипидов.


2 4
№8


1, 2, 4


1.8.2.


Строение и свойства стероидов. 
Терпены. Каротиноиды.
Соединения липидов с другими 
макромолекулами. Липопротеины и их 
биологическая роль.
Биологические мембраны.


2 4
№9


1, 2, 4


1.9. Метаболизм липидов (8 ч.) 6 2 - — —


1.9.1.


Катаболизм липидов.
Окисление жирных кислот в тканях 
животных.
Образование кетоновых тел в печени и 
их окисление в других органах.


2 2 1, 2, 3


1.9.2. Биосинтез липидов. 
Биосинтез жирных кислот.


2 — — — 1, 2, 3


1.9.3.


Биосинтез триацилглицеролов и его 
регуляция.
Биосинтез глицеролфосфатидов. 
Участие полярных липидов в 
образовании клеточных мембран. 
Биосинтез холестерола и других


2 1, 2, 3
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стероидов.


1.10. Структура и биологические функции 
нуклеиновых кислот (4 ч.)


2 — 2 — —


1.10.1
Структура нуклеиновых кислот. 
Классификация нуклеиновых кислот. 
Методы анализа нуклеиновых кислот.


2 2
№1


0


1, 2, 4


1.11. Метаболизм нуклеиновых кислот 
(6 ч.) у


4 2 — — —


1.11.1 Биосинтез пуриновых нуклеотидов. 
Синтез пуриновых оснований de novo. 
Биосинтез пиримидиновых нуклеотидов.


2 2 1, 2, 3


1.11.2


Катаболизм пуриновых и 
пиримидиновых нуклеотидов. 
Образование инозина, гипоксантина, 
ксантина, мочевой кислоты. 
Реутилизация пуриновых оснований и ее 
биологическое значение.


2 1, 2, 3


1.12. Репликация ДНК. Экспрессия генов 
(2 ч.)


2 — — — —


1.12.1


Репликация ДНК.
Транскрипция ДНК.
Основные этапы биосинтеза белка. 
Общие представления о структуре 
хроматина и гена. Генетический код. 
Рибосомы и их структура. Этапы 
процесса трансляции 
Посттрансляционный процессинг 
белков.
Транспорт белков в клетке.
Генная инженерия.


2 1, 2


1.13. Фотосинтез (4 ч.) 2 2 - — —


1.13.1


Биосинтез углеводов в растительных 
тканях.
Фотосинтез.
Световая фаза фотосинтеза. Темновая 
фаза фотосинтеза. Восстановление 
двуокиси углерода в цикле Кальвина. 
Путь Хэтча-Слэка и его биологическая 
роль.


2 2 1, 2, 3, 4


1.14. Витамины. Минеральные соединения 
(4 ч )


— 2 2 — —


1.14.1


Витамины. Минеральные соединения 
Особенности структуры и функций 
водорастворимых и жирорастворимых 
витаминов. Роль витаминов в 
осуществлении ферментативных 
реакций.
Неорганические элементы в живых 
организмах и их биологическая роль.


2 2
№1


0


3, 4







20


1.15. Введение. Клеточный цикл: рост и 
деление клеток (3 ч.)


2 1 — — —


1.15.1 Фазы клеточного цикла. 
Изменение синтеза белка. Митоз.


2 1 — — — 1, 2, 3


1.16.


Регуляция клеточного цикла: 
механизмы координации процессов 
деления у одноклеточных и 
многоклеточных организмов (3 ч.)


2 1


1.16.1


Дрожжи, как модельная система. “Точка 
старта” и регуляция размеров клетки 
дрожжей. Мутации цикла клеточного 
деления.
Экзогенные и эндогенные регуляторы 
пролиферации. Состояние покоя (G0). 
Феномен клеточного старения. Апоптоз.


2 1 1, 2, 3


1.17.
Пути реализации информации в 
организме. Передача сигналов через 
клеточные мембраны (4 ч.)


2 2


1.17.1


Механизмы химической межклеточной 
сигнализации. Рецепторные белки 
клеточной поверхности.
Молекулярные механизмы передачи 
возбуждения в химическом синапсе. G- 
белки.


2 2 1, 2, 3


1.18.


Механизмы действия вторичных 
внутриклеточных мессенджеров: 
кальций -  универсальный 
внутриклеточный посредник (3 ч.)


2 1


1.18.1


Основные системы, участвующие в 
регуляции гомеостаза внутриклеточного 
кальция.
Роль мембранных инозитолфосфо- 
липидов в передаче и реализации 
сигнала в клетке.


2 1 1, 2, 3


1.19.
Циклические нуклеотиды.
Механизмы адаптации клеток -  
мишеней (3 ч.)


2 1


1.19.1


Современная модель 
аденилатциклазного комплекса. 
Взаимодействие различных сигнальных 
систем в клетке. Общие 
закономерности формирования 
молекулярных основ гормоно- 
компетентности. Молекулярные 
механизмы десенситизации клеток- 
мишеней.


2 1 1, 2, 3, 5
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4. Информационно-методическая часть


Основная литература


1. Уайт А., Хэндлер Ф., Смит Э., Хилл Р., Леман И. // Основы биохимии (в 3-х т.) — 
М.:Мир, 1981.


2. Ленинджер А. .// Основы биохимии (в 3-х т.) - М.:Мир,1985
3. Страйер Л. .// Биохимия (в 3-х т.) - М.:Мир,1984
4. Албертс Б.,Брей Д.,Льюис Дж., Рэфф М., Робертс К., Уотсон Дж.,// Молекулярная 


биология клетки (в 5-ти т.) - М.:Мир, 1986, тт 1-3
5. Березов Т.Т., Коровкин Б.Ф. //Биологическая химия, - М.:Медицина 1990
6. Николаев А.Я. //Биологическая химия, - М.:Высшая шк. 1989
7. Марри Р., Греннер Д., Мейес П., Родуэлл В.// Биохимия человека - М.:Мир 1993. ( в 2-х 


т.)
8. Кнорре Д.Г., Мызина С.Д.//Биологическая химия, - М.:Высшая шк. 1998
9. Овчинников Ю.А.// Биоорганическая химия, М., «Просвещение», 1987
10. Кольман Я., Рём К.-Г.// Наглядная биохимия, «Мир», М., 2000, 469 с.
11. Чиркин А.А.// Практикум по биохимии, «Новое знание», Минск, 2002


Дополнительная литература


1. Досон Р., Эллиот Д., Эллиот У., Джонс К // Справочник биохимика, М.:Мир, 1991
2. Теппермен Дж., Теппермен Х, // Физиология обмена веществ и эндокринной 


системы.- М.:Мир, 1989
3. Келети Т.//Основы ферментативной кинетики.- М.:Мир, 1990
4. Северин Е.С., Кочеткова М.Н. // Роль фосфорилирования в регуляции клеточной 


активности.- М.:Наука, 1985
5. Хухо Ф.// Нейрохимия. Основы и принципы.- М.:Мир, 1990
6. Альберт А.// Избирательная токсичность (тт 1,2).- М.:Мир, 1989


Формы контроля знаний


№
п/п


Форма


1 Выборочный контроль на лекция
2 Проверка конспектов лекций студентов
3 Проведение контрольных работ на семинарских занятиях
4 Собеседование при защите отчетов по лабораторным работам
5 Проведение экзамена по курсу


Перечень методических средств (наглядных и других пособий, методических 
указаний, специального программного обеспечения и т.п.)


№
п.п.


Наименование или назначение Вид


1. Структура аминокислот. Схема
2. Стереоизомерия аминокислот. Схема
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3. Классификация аминокислот по полярности. Схема
4. Кривая титрования аланина гидроксидом натрия. Схема
5. Цикл мочевины. Схема
6. Синтез глутамата и глутамина. Схема
7. Общая схема деградации скелетов аминокислот. Схема
8. Аминокислоты, деградирующие до а-кетоглутарата и 


оксалоацетета.
Схема


9. Деградация треонина. Схема
10. Деградация лейцина, изолейцина и валина. Схема
11. Деградация пролина и аргинина. Схема
12. Деградация гистидина. Схема
13. Деградация цистеина. Схема
14. Кратная природа пептидной связи. Рисунок
15. Транс и цис-конформации пептидной связи. Рисунок
16. Торсионные углы в пептидах, нулевые значения углов. Рисунок
17. Карта Рамачандрана. Рисунок
18. Водородные связи в белках. Рисунок
19. Ван-дер-ваальсовы взаимодействия. Рисунок
20. Образование гидрофобного кора в белках. Рисунок
21. Р-складчатость и ее виды. Рисунок
22. Р-изгиб первого и второго рода. Рисунок
23. а-спираль. Рисунок
24. Схема образования различных видов спиралей. Рисунок
25. Зю-, 71- и а-спирали. Рисунок
26. Элементы вторичной структуры белков на карте 


Рамачандрана
Рисунок


27. Примеры третичной структуры белков Рисунок
28. Структура коллагена, фиброина, гемоглобина. Схема
29. Классификация ферментов. Схема
30. Структуры ферментов. Схема
31. Зависимость скорости реакции от концентрации субстрата. Схема
32. Регуляции активности ферментов. Схема
33. Обобщенная схема структуры аллостерических ферментов. Схема
34. Регуляция по принципу обратной связи. Схема
35. Типы метаболической регуляции. Схема
36. Обобщенный механизм регуляции метаболизма внешними 


сигналами.
Схема


37. Изомерные формы моносахаридов. Схема
38. Конформации моносахаридов. Схема
39. Структура биологически важных гексоз и пентоз. Схема
40. Структура производных моносахаридов. Схема
41. Строение гликопротеинов, гликозаминогликанов и 


протеогликанов.
Схема


42. Аэробный и анаэробный гликолиз. Схема
43. Цикл лимонной кислоты. Схема
44. Окислительное фосфорилирование. Схема
45. Транспортная система митохондрий. Схема
46. Глиоксилатный цикл. Схема
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47. Пентозомонофосфатный путь. Схема
48. Биосинтез глюкозы и гликогена. Схема
49. Строение нейтральных жиров и фосфолипидов. Схема
50. Строение гликолипидов. Схема
51. Строение стероидов. Схема
52. Строение биологической мембраны. Схема
53. Окисление жирных кислот. Схема
54. Биосинтез насыщенных жирных кислот Схема
55. Биосинтез ненасыщенных жирных кислот. Схема
56. Структура пуриновых и пиримидиновых оснований. Схема
57. Строение нуклеозидов и нуклеотидов. Схема
58. Синтез азотистых оснований. Схема
59. Распад азотистых оснований. Схема
60. Синтез ДНК в репликативной вилке. Схема
61. Транскрипция РНК. Схема
62. Сплайсинг РНК. Схема
63. Трансляция РНК. Схема
64. Посттрансляционный процессинг полипептидов. Схема
65. Световые стадии фотосинтеза. Схема
66. Темновые стадии фотосинтеза. Схема
67. Путь Хэтча-Слэка. Схема
68. Фиксация молекулярного азота. Схема
69. Антиоксидантная система клеток. Схема


Рабочую программу составили:


Ст. преподаватель кафедры биохимии и биофизики В.Э. Сяхович


Доцент кафедры экологической медицины и радиобиологии Н.В. Герасимович
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ПРОТОКОЛ СОГЛАСОВАНИЯ УЧЕБНОЙ ПРОГРАММЫ 
ПО ИЗУЧАЕМОЙ УЧЕБНОЙ ДИСЦИПЛИНЕ 


С ДРУГИМИ ДИСЦИПЛИНАМИ СПЕЦИАЛЬНОСТИ


Название 
дисциплины, с 
которой 
требуется 
согласование


Название
кафедры


Предложения об 
изменениях в 
содержании учебной 
программы по 
изучаемой учебной 
дисциплине


Решение, принятое кафедрой, 
разработавшей учебную 
программу (с указанием даты 
и номера протокола)


Химия. Раздел: 
Физическая и 
коллоидная 
химия


Биохимии и 
биофизики


Химия. Раздел:
Органическая
химия


Биохимии и 
биофизики
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Приложение 7


ДОПОЛНЕНИЯ И ИЗМЕНЕНИЯ К УЧЕБНОЙ ПРОГРАММЕ 
ПО ИЗУЧАЕМОЙ УЧЕБНОЙ ДИСЦИПЛИНЕ 


н а _____/ ______ учебный год


№№
пп


Дополнения и изменения Основание





		Общая биохимия : учебная программа

		В НАЧАЛО






Утверждаю 


Зав. кафедрой биохимии и 


биофизики 


___________С.Б. Бокуть 


«____»_________201_ г. 


 


 
ВОПРОСЫ 


для подготовки к экзамену 


по дисциплине «Общая биохимия» 


для студентов 2 курса 


специальности 1-80 02 01 «Медико-биологическое дело» 


 


1. Предмет биохимии. Биохимия в системе естественных наук. Роль 


биохимии в развитии медицины. 


2. Аминокислоты. Структура. Явление стереоизомерии. Классификации 


аминокислот. 


3. Аминокислоты. Свойства аминокислот, их поведение в растворе. 


Методы определения аминокислот. 


4. Биосинтез аминокислот. Заменимые и незаменимые аминокислоты. 


5. Непротеиногенные аминокислоты. Производные аминокислот. 


6. Катаболизм аминокислот. 


7. Структура и биологические функции пептидов и белков. 


Классификации белков. 


8. Первичная структура белков. 


9. Вторичная структура белков. Структурирующие факторы (силы). 


Явления денатурации и ренатурации белков. 


10. Третичная и четвертичная структура белков. Структурирующие 


факторы (силы). Глобулярные и фибриллярные белки. 


11. Расщепление белков в желудочно-кишечном тракте. Протеазы. 


Проферменты, их биологическая роль. 


12. Катаболизм белков. Убиквитин-зависимая и убиквитин-независимая 


деградация белков. Цикл мочевины. Мочевая кислота. 


13. Ферменты. Принципы классификации и номенклатуры. Структура и 


биологическая роль. 


14. Активные центры ферментов. Основные представления о механизме 


ферментативных реакций. Обратимость ферментативных реакций. 


15. Регуляция активности ферментов. Аллостерические ферменты. 


Активаторы и ингибиторы ферментов. Принцип обратной связи. 


16. Кинетика ферментативных реакций. Зависимость Михаэлиса-Ментен. 


График обратных величин Лайнуивера-Берка и его практическое 


применение. 


17. Определение активности фермента. Единицы активности. Удельная 


активность. Число оборотов фермента. Зависимость активности 


фермента от рН и температуры. 







18. Субстратная специфичность и константа Михаэлиса-Ментен (Км). 


Изоферменты. 


19. Классификация и номенклатура углеводов. Биологически важные 


триозы, пентозы и гексозы, производные моносахаридов. Структура и 


свойства. 


20. Структура моносахаридов. Альдозы и кетозы. Стереоизомеры. 


Эпимеры. Номенклатура. 


21. Циклические формы моносахаридов. Пиранозы и фуранозы. 


Стереоизомеры циклических форм моносахаридов. Конформация 


циклических форм. 


22. Структура и свойства олигосахаридов. Их биологическая роль. 


23. Структура и свойства полисахаридов. Их биологическая роль. 


24. Гликопротеины, гликозаминогликаны, протеогликаны. Структура и 


биологическая роль. 


25. Анаэробный и аэробный гликолиз. Биосинтез АТР и NADH при 


гликолизе. Ферментное обеспечение гликолиза. Регуляция гликолиза. 


Холостые циклы. Энергетический выход. 


26. Особенности гликолиза в анаэробных условиях. Брожение. Ключевые 


реакции. Ферментное обеспечение. 


27. Расщепление гликогена, дисахаридов путем гликолиза. 


28. Гликолиз. Вступление фруктозы и эпимеров глюкозы (галактоза, 


манноза) в этот метаболический путь. 


29. Окисление пировиноградной кислоты. Функционирование 


пируватдегидрогеназного комплекса. Роль коферментов. Регуляция 


процесса. 


30. Цикл лимонной кислоты. Биологическая роль. Ферментное обеспечение. 


Энергетический выход. 


31. Образование NADH, FADH2 и GTP в цикле лимонной кислоты. 


Регуляция цикла. 


32. Глиоксилатный путь катаболизма углеводов. Ферментное обеспечение. 


Биологическая роль. 


33. Окислительное фосфорилирование. Система переноса электронов. 


Участие ферментов. Механизм синтеза АТР при окислительном 


фосфорилировании – хемиосмотическая теория. АТФ-синтетаза. 


Регуляция процесса. 


34. Окисление внемитохондриального NADH. Челночные системы 


митохондрий. 


35. Пентозомонофосфатный путь катаболизма углеводов. Ферментное 


обеспечение. Биологическая роль. 


36. Глюконеогенез. Биосинтез гликогена из пировиноградной кислоты. 


Ключевые стадии. Ферментное обеспечение. Регуляция глюконеогенеза. 


37. Биосинтез гликогена. Ферментное обеспечение процесса. Реципрокная 


регуляция гликоген-синтазы и гликоген-фосфорилазы. 


38. Общие свойства, классификация и номенклатура липидов. Жирные 


кислоты. Строение и свойства нейтральных жиров. Воска. 







39. Строение и свойства фосфоглицеридов. 


40. Сфинголипиды. Строение и биологическая роль. 


41. Строение и свойства стероидов. Холестерол и его эфиры. Соединения 


липидов с другими биомолекулами. Липопротеины. 


42. Образование мицелл, монослоев, бислоев и липосом фосфолипидами. 


Их роль. Структура, свойства и функционирование биологических 


мембран. 


43. Механизмы транспорта жирных кислот в митохондриальный матрикс. 


Кетоновые тела. Их образование и окисление. 


44. Окисление жирных кислот с четным числом углеродных атомов. 


45. Окисление жирных кислот с нечетным числом углеродных атомов. 


Регуляция окисления жирных кислот. 


46. Окисление ненасыщенных жирных кислот при метаболизме. 


47. Биосинтез насыщенных жирных кислот. Структура синтазной системы 


для жирных кислот. Биосинтез пальмитиновой кислоты. 


48. Биосинтез ненасыщенных жирных кислот (моно- и полиеновых). 


Незаменимые жирные кислоты. Регуляция биосинтеза жирных кислот. 


49. Биосинтез и деградация моно-, ди- и триацилглицеролов. 


50. Метаболизм глицерофосфолипидов. 


51. Биосинтез холестерола и других стероидов. 


52. Биосинтез сфинголипидов и гликолипидов. 


53. Строение нуклеиновых кислот. Пуриновые и пиримидиновые 


основания. Углеводные компоненты нуклеиновых кислот. 


54. Нуклеотиды и их биологическая роль. Структура и функции АТФ. 


55. Синтез пуриновых азотистых оснований. Его регуляция. 


56. Пути регенерации и деградация пуриновых нуклеотидов в организме. 


Роль мочевой кислоты. 


57. Биосинтез пиримидиновых нуклеотидов. Регуляция. 


58. Пути регенерации и деградации пиримидиновых нуклеотидов. 


59. Классификация нуклеиновых кислот. Первичная и вторичная структура 


ДНК. Значение двуспирального строения ДНК. Принцип 


комплиментарности. 


60. Репликация ДНК. Полуконсервативный способ репликации ДНК. 


Молекулярные механизмы. Ферментативное обеспечение. 


61. Особенности строения и экспрессии генов прокариот. Транскрипция и 


ее регуляция. Процессинг РНК прокариот. 


62. Оперонная регуляция экспрессии генов прокариот. 


63. Особенности экспрессии генов у эукариот. Классы генов. 


64. Процессинг РНК эукариот. Механизм сплайсинга мРНК. 


65. Рибосомы, их структура и функционирование. Процесс трансляции и 


его регуляция. 


66. Посттрансляционный процессинг белков. Транспорт и созревание 


секреторных белков. 


67. Фотосинтетический аппарат. Хлорофиллы, каратиноиды и другие 


пигменты. Световая стадия фотосинтеза. Фотофосфорилирование. 







68. Темновая стадия фотосинтеза. Цикл Кальвина. Общее уравнение 


фотосинтеза. Затраты АТР и NADPH. 


69. Механизм реализации фотосинтетического пути Хэтча-Слэка (С4). Его 


биологическая роль. Фотодыхание. 


70. Витамины А, Е, D, K их структура и биологическая роль. 


71. Витамины B1, B2, B6, B12, С, ниацин, пантотеновая кислота, фолиевая 


кислота, биотин, рутин: их структура и биологическая роль. 


72. Биологическая роль микроэлементов: железа, меди, цинка, кобальта, 


марганца, йода. Биологическая роль макроэлементов: натрия, калия, 


кальция, магния, фосфора, серы, хлора.__ 





		Вопросы для подготовки к экзамену по учебной дисциплине

		В НАЧАЛО






Утверждаю 


Зав. кафедрой биохимии и 


биофизики 


___________С.Б. Бокуть 


«____»_________201_ г. 


 


 


 


ПРОГРАММА 


для подготовки к экзамену 


по дисциплине «Общая биохимия» 


для студентов 2 курса 


специальности 1-80 02 01 «Медико-биологическое дело» 


 


 


1. Предмет биохимии 


Предмет биохимии. Биохимия в системе естественных наук 


(молекулярная биология, биофизика, биоорганическая химия, цитология, 


генетика, физиология). Роль биохимии в развитии медицины, ветеринарии и 


агрохимии. 


2. Аминокислоты: структура, свойства аминокислот и 


биологическая роль 


Общие структурные свойства. -аминокислоты. Стереоизомерия 


аминокислот. Классификация. Химические свойства. Разделение на группы 


по полярности (неполярные, полярные незаряженные, полярные заряженные, 


отрицательно-заряженные, положительнозаряженные). Алифатические и 


ароматические аминокислоты. Биологическая роль. Протеиногенные и 


непротеиногенные аминокислоты. Стандартные и нестандартные 


аминокислоты. Заменимые и незаменимые аминокислоты. Методы 


исследования аминокислот. 


3. Метаболизм аминокислот. Метаболизм азота в организме 


Катаболизм аминокислот. Окислительное расщепление аминокислот. 


Расщепление аминокислот с образованием ацетил-СоА. Расщепление 


аминокислот с образованием -кетоглутарата. Расщепление с образованием 


сукцинил-СоА. Глюкогенные, кетогенные аминокислоты. Дезаминирование 


аминокислот. Окислительное дезаминирование аминокислот. Ферменты, 


участвующие в дезаминировании. Транспорт аммиака в организме. Роль 


глутамина в организме. Цикл мочевины. Мочевая кислота. 


Биосинтез аминокислот. Биосинтез заменимых аминокислот. Биосинтез 


глутамата, глутамина и пролина. Биосинтез аланина, аспартата и аспарагина. 


Биосинтез тирозина. Биосинтез цистеина. Биосинтез серина. Биосинтез 


незаменимых аминокислот. Аллостерическая регуляция биосинтеза 


аминокислот. Регуляция биосинтеза аминокислот путем изменения 


концентрации фермента. 


Производные аминокислот. Участие аминокислот в синтезе 







специализированных продуктов. Роль декарбоксилирования аминокислот в 


синтезе биологически активных веществ. Синтез гормонов, 


нейромедиаторов, регуляторов роста. Роль глицина в биосинтезе 


порфиринов. 


4. Белки: структура, функции. Важнейшие группы белков 


Структура белков. Уровни организации белков. Первичная структура 


белков. Пептидная связь, ее строение и свойства. Строение пептидов. 


Химические свойства пептидов. Биологически активные пептиды: 


окситоцин, брадикинин, тиреолиберин, грамицидин С, энкефалины. Роль 


торсионных углов в формировании полипептидного остова белков. Карты 


Рамачандрана. 


Вторичная структура белков. Структурирующие силы, определяющие 


вторичную структуру. Упорядоченная и неупорядоченная вторичная 


структура. Вторичная структура в форме спиралей. -Спираль. Вторичная 


структура в форме -складчатого слоя. -Изгиб, -шпилька. 


Третичная структура белков. Структурирующие силы, определяющие 


третичную структуру. Денатурация и ренатурация белков. Фолдинг белка. 


Глобулярные белки. Миоглобин. Гистоны. Структура и функции 


фибриллярных белков на примере -кератинов, -кератинов, коллагена, 


эластина. 


Четвертичная структура белков. Понятия субъединица и протомер. 


Принципы формирования олигомерных белков. Структурирующие силы, 


определяющие четвертичную структуру. Гемоглобин. Гексакиназа дрожжей. 


Глутаминсинтетаза E. сoli. 
Биологические функции белков. Классификация белков. Методы 


исследования белков. Использование методов ЯМР, рентгеноструктурного 


анализа и электронной микроскопии в установлении третичной и 


четвертичной структуры белков. 


Метаболизм белков. Расщепление белков в желудочно-кишечном 


тракте. Протеазы (пепсин, трипсин, химотрипсин, аминопептидазы, 


карбоксипептидазы), особенности функционирования сериновых протеаз. 


Проферменты. Активирование проферментов. Биологическая роль 


биосинтеза проферментов. 


Протеолитическая деградация белков в клетке. Убиквитин-зависимая и 


убиквитин-независимая деградация белков. Протеосомы. 


5. Ферменты: структура и биологическая роль. Кинетика 


ферментативных реакций. Регуляция ферментативной активности. 


Принципы и механизмы метаболической регуляции 


Структура и биологическая роль ферментов. Принципы классификации 


и номенклатура ферментов. Основные представления о механизме и 


кинетике ферментативных реакций. 


Активность ферментов. Единицы измерения активности ферментов. 


Удельная активность. Число оборотов фермента. Регуляция ферментативной 


активности. Факторы, определяющие каталитическую эффективность 


ферментов. Активные центры ферментов. Активаторы и ингибиторы. 







Конкурентное, неконкурентное и бесконкурентное ингибирование 


ферментов. Изоферменты. 


Принципы и механизмы метаболической регуляции. Аллостерические 


ферменты. Кооперативность действия субъединиц ферментов. Субстратная 


специфичность. Константа Михаэлиса-Ментен. Принцип обратной связи. 


Регуляторная модификация ферментов. Уровни метаболической регуляции и 


метаболические каскады. Обобщенный механизм регуляции метаболизма 


внешними сигналами. 


6. Углеводы: структура и свойства. Биологическая роль углеводов 


Классификация и номенклатура углеводов. Структура и свойства 


моносахаридов. Альдозы и кетозы. Изображение пространственной 


структуры сахаров. Проекционные формулы Фишера. Стереоизомерия 


моносахаридов. L- и D-стерео-изомеры. Энантиомеры. Диастериоизомеры. 


Явление эпимерии. Право- и левовращающие оптические изомеры. Удельная 


величина вращения. Изменение оптической активности. Циклические 


структуры моносахаридов. Пиранозы и фуранозы. Перспективные формулы 


Хеуорса. Аномерные формы моносахаридов. Явление мутаротация. Методы 


анализа углеводов. 


Биологически важные углеводы. Глюкоза. Манноза. Галактоза. 


Фруктоза. Биологически важные пентозы. Рибоза. Дезоксирибоза. 


Производные моносахаридов. Аминосахара. Гликозиды. 


Структура и биологическая роль олигосахаридов. Дисахариды. 


Мальтоза. Целлобиоза. Лактоза. Сахароза. Стахиоза. Раффиноза. 


Олигосахариды молока. 


Биологически значимые полисахариды. Крахмал (амилоза, 


амилопектин). Гликоген. Целлюлоза. Пектин. Хитин. Структура и 


биологическая роль гликопротеинов, гликозаминогликанов, протеогликанов. 


7. Метаболизм углеводов. Клеточное дыхание 


Катаболизм углеводов. Расщепление глюкозы и других моносахаридов 


путем анаэробного и аэробного гликолиза. Две стадии гликолиза. 


Ферментное обеспечение. Субстратное фосфорилирование. Вовлечение 


дисахаридов и гликогена в гликолитический путь расщепления. Баланс 


гликолиза. Регуляция гликолиза. Спиртовое, молочнокислое, уксуснокислое 


и маслянокислое брожения. 


Окисление пировиноградной кислоты. Пируватдегидрогеназный 


комплекс. Ферментное обеспечение процесса окислительного 


декарбоксилирования пировиноградной кислоты. Роль коферментов. 


Регуляция процесса. 


Цикл лимонной кислоты и его биологическая роль. Ферментное 


обеспечение процесса. Стадии образования восстановительных эквивалентов. 


Роль коферментов. Регуляция процесса. Баланс цикла лимонной кислоты. 


Глиоксилатный цикл и его биологическая роль. 


Перенос электронов по дыхательной цепи на кислород. Окислительное 


фосфорилирование. Роль пиридиновых нуклеотидов. Синтез АТФ. АТФ- 


синтетаза. Сопряжение переноса электронов с синтезом АТФ. 







Хемиосмотическая гипотеза. Транспортные системы митохондрий. 


Вторичные пути катаболизма глюкозы. Пентозомонофосфатный путь и 


его биологическая роль. Окислительная и неокислительная стадии пути. 


Ферментное обеспечение процесса. Баланс пентозомонофосфатного пути. 


Путь превращение глюкозы в глюкуроновую кислоту и аскорбиновую 


кислоту. 


Биосинтез углеводов в животных тканях. Глюконеогенез. Ферментное 


обеспечение процесса. Общие стадии с процессом гликолиза. Обходные пути 


глюконеогенеза. Энергетическое обеспечение глюконеогенеза. Реципрокная 


регуляция глюконеогенеза и гликолиза. Холостые циклы в углеводном 


обмене. Биосинтез гликогена. Ферментное обеспечение процесса. Роль 


уридинтрифосфата. Реципрокная регуляция гликоген-синтазы и гликоген- 


фосфорилазы. 


8. Липиды: структура и биологические функции 


Биологические функции липидов. Общие свойства, классификация и 


номенклатура липидов. Методы исследования липидов. 


Жирные кислоты. Насыщенные и ненасыщенные жирные кислоты. 


Строение и свойства нейтральных жиров. Воска. 


Строение и свойства фосфолипидов. Фосфоглицериды. Фосфатидная 


кислота. Фосфатидилхолин (лецитин). Фосфатидилэтаноламин (кефалин). 


Фосфатидилсерин. Фосфатидилинозитол. Кардиолипин. Лизофосфолипиды. 


Плазмалогены. Сфингомиелины. Сфингозин и дигидросфингозин. Церамиды. 


Строение и свойства гликолипидов. Галактоцереброзиды и 


глюкоцереброзиды. Ганглиозиды. Биологическая роль гликолипидов. 


Строение и свойства стероидов. Холестерол и его эфиры. Желчные 


кислоты. Эргостерин. Терпены. Каротиноиды. Их биологическая роль. 


Соединения липидов с другими макромолекулами. Липопротеины и их 


биологическая роль. 


Биологические мембраны. Образование мицелл, монослоев и бислоев. 


Липосомы и их применение для направленного транспорта веществ. 


Структура, свойства и функции биологических мембран. Жидкостно- 


мозаичная модель строения мембран. Асимметричность мембран. Лектины и 


их биологическая роль. Динамичность состава и свойств мембран. Синтез 


мембран, концепция направленного выведения. 


9. Метаболизм липидов 


Катаболизм липидов. Окисление жирных кислот в тканях животных. 


Транспорт жирных кислот в митохондрии. Активирование жирных кислот. 


Роль кофермента А. Две стадии окисления жирных кислот в митохондриях. 


Ферментное обеспечение процесса. Уравнение окисления жирных кислот. 


Окисление ненасыщенных жирных кислот. Окисление жирных кислот с 


нечетным числом атомов углерода. Образование кетоновых тел в печени и их 


окисление в других органах. Регуляция окисления жирных кислот и 


образования кетоновых тел. 


Биосинтез липидов. Биосинтез жирных кислот. Структура синтазной 


системы для жирных кислот. Челночный механизм переноса ацильных групп 







из цитозоля в митохондриальный матрикс. Путь биосинтеза пальмитиновой 


кислоты и его ферментное обеспечение. Биосинтез других жирных кислот. 


Регуляция биосинтеза жирных кислот. Биосинтез триацилглицеролов и его 


регуляция. Биосинтез глицеролфосфатидов. Участие полярных липидов в 


образовании клеточных мембран. Биосинтез холестерола и других стероидов. 


Роль изопентенилпирофосфата. 


10. Структура и биологические функции нуклеиновых кислот 


Структура нуклеиновых кислот. Пуриновые и пиримидиновые 


основания. Углеводные компоненты нуклеиновых кислот. Нуклеозиды. 


Нуклеозидфосфаты и их биологическая роль. АТФ и ее функция. 


Мононуклеотиды. Циклические нуклеотиды. Классификация нуклеиновых 


кислот. ДНК и РНК. Значение двухспирального строения ДНК. Принцип 


комплементарности. Типы РНК. Информационная РНК. Транспортная РНК. 


Рибосомальная РНК. Методы анализа нуклеиновых кислот. 


11. Метаболизм нуклеиновых кислот 


Биосинтез пуриновых нуклеотидов. Синтез пуриновых оснований de 


novo. Регуляция биосинтеза пуриновых нуклеотидов. Биосинтез 


пиримидиновых нуклеотидов и его регуляция. Образование 


дезоксирибонуклеотидов. 


Катаболизм пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов. Образование 


инозина, гипоксантина, ксантина, мочевой кислоты. Разнообразие путей 


выведения мочевой кислоты у различных организмов. Реутилизация 


пуриновых оснований и ее биологическое значение. 


12. Репликация ДНК. Экспрессия генов 


Репликация ДНК. Полуконсервативный способ репликации ДНК. 


Опыты М. Мезельсона и Ф. Сталя. Репликация ДНК бактерий. Особенности 


репликации эукариотической ДНК. Репликация ДНК вирусов по механизму 


«катящегося кольца». ДНК-полимеразы. Дезокирибонуклеозидтрифосфаты в 


репликации ДНК. Молекулярный механизм репликации ДНК. Репликация 


ведущей и отстающей цепи ДНК. Фрагменты Оказаки. Роль РНК-затравки в 


репликации отстающей цепи. ДНК-лигазы и их роль в репликации ДНК. 


Участие белков в репликации ДНК. 


Транскрипция ДНК. Функции ДНК-зависимых РНК-полимераз. 


Избирательное ингибирование РНК-полимераз. Посттрансляционный 


процессинг транскриптов РНК. Регуляция транскрипции ДНК. Обратные 


транскриптазы. 


Основные этапы биосинтеза белка. Общие представления о структуре 


хроматина и гена. Генетический код. Рибосомы и их структура. Этапы 


процесса трансляции иРНК. Активация аминокислот. Инициация, элонгация 


и терминация синтеза поли-пептидов. Белковые факторы инициации, 


элонгации и терминации. Высвобождение полипептидов из рибосом. 


Сворачивание полипептидной цепи. Посттрансляционный процессинг 


белков. Транспорт белков в клетке. Регуляция трансляции. Ингибирование 


синтеза белка. Генная инженерия. 


13. Фотосинтез 







Биосинтез углеводов в растительных тканях. Фотосинтез. Уравнения 


фотосинтеза. Световая фаза фотосинтеза. Хлорофиллы и вспомогательные 


пигменты. Фотосистемы I и II. Роль переносчиков электронов. 


Фотофосфорили-рование. Темновая фаза фотосинтеза. Восстановление 


двуокиси углерода в цикле Кальвина. Ферментное обеспечение. Суммарная 


реакция цикла Кальвина. Регуляция темновых реакций. Путь Хэтча-Слэка и 


его биологическая роль. Фотодыхание. 


14. Роль витаминов и минеральных соединений 


Жирорастворимые витамины: А, Д, Е, К, их структура, свойства и 


биологическое значение. Водорастворимые витамины группы В, РР, С, их 


структура, свойства и биологическая роль. 


Макроэлементы: натрий, калий, кальций,. магний, фосфор, сера, хлор. 


Их биологическая роль. Микроэлементы: железо, йод, медь, марганец, цинк, 


кобальт, молибден, селен, ванадий, никель. Их биологическая роль. 
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научных данных в области биомедицинских наук MedLine, включая 


биохимию. 


14. www.nobel.se - Лауреаты Нобелевских премий по химии, физиологии и 


медицине. 
 



http://www.chem.qmv.ac.uk/iubmb

http://www.chemport.org/

http://www.febs.org/

http://www.molbiol.ru/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank

http://www.swissprot.com/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed
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Программа  
к практическому/семинарскому занятию №1 



 по дисциплине «Общая биохимия» 
для студентов 2 курса специальности 



1-80 02 01 «Медико-биологическое дело»   
 



1. Аминокислоты. 
1.1. Общие структурные свойства. -аминокислоты. Химические свойства 



(образование пептидной связи). Протеиногенные аминокислоты. Классификации. 
Разделение на группы по полярности (неполярные, полярные незаряженные, 
полярные заряженные, отрицательнозаряженные, положительнозаряженные).  
Стереоизомерия аминокислот. Явления стереоизомерии и оптической изомерии 
органических молекул.  
Поведение аминокислот в растворах. Титрование растворов аминокислот. 
Непротеиногенные аминокислоты. Производные аминокислот их функции в 
организме. Участие аминокислот в метаболических путях синтеза различных 
соединений организма. 
Методы исследования аминокислот. 



1.2. Метаболизм аминокислот. 
1.2.1. Метаболизм азота в организме. Реакции переаминирования аминокислот. 



Характеристика трансаминаз, функционирование кофакторов, роль витамина В6. 
Окислительное дезаминирование аминокислот. Характеристика дегидрогеназ и, в 
частности, глутаматдегидрогеназы, функционирование кофакторов, роль 
витаминов PP (ниацин: никотиновая кислота, никотинамид) и B2 (рибофлавин). 
Роль глутамина в организме. Транспорт аммиака в организме.  
Цикл мочевины.  
Мочевая кислота. 



1.2.2. Биосинтез аминокислот. Заменимые и незаменимые аминокислоты (человек). 
Биосинтез заменимых аминокислот. Биосинтез глутамата и глутамина, аспартата и 
аспарагина, аланина. Биосинтез пролина. Биосинтез серина и глицина. Биосинтез 
тирозина. Биосинтез цистеина.  
Общие принципы биосинтеза незаменимых аминокислот (растения, бактерии). 



1.2.3. Катаболизм аминокислот. Общие принципы катаболизма аминокислот. 
Глюкогенные и кетогенные аминокислоты.  
Расщепление аминокислот с образованием ацетил-СоА и его производных. 
Расщепление аминокислот с образованием -кетоглутарата и оксалоацетата. 
Расщепление аминокислот с образованием сукцинил-СоА.  
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Белки 



 
1. Строение белков. Классификации белков. Простые и сложные белки. 
2. Первичная структура белков. Принципы организации. Пептидная связь, ее 



строение и свойства. Роль торсионных углов в формировании 
полипептидного остова белков. Карты Рамачандрана.  



3. Вторичная структура белков. Принципы организации. Структурирующие 
силы, определяющие вторичную структуру. Упорядоченная и 
неупорядоченная вторичная структура. Вторичная структура в форме 
спиралей: виды спиралей, их характеристика, распространенность. -
Спираль. Вторичная структура в форме -складчатого слоя, характеристика. 
Параллельный и антипараллельный -складчатый слой, -изгиб, -шпилька. 



4. Третичная структура белков. Структурирующие силы, определяющие 
третичную структуру. Принципы формирования третичной структуры. 
Примеры комбинирования элементов вторичной структуры при 
формировании третичной. Глобулярные и фибриллярные белки. 
Денатурация и ренатурация белков. 



5. Четвертичная структура белков. Понятие протомер, олигомер. Принципы 
формирования олигомерных белков. Структурирующие силы, 
определяющие четвертичную структуру. Примеры функционирования 
белков, имеющих четвертичную структуру.  



6. Использование методов ЯМР, рентгеноструктурного анализа и 
электронной микроскопии в установлении третичной и четвертичной 
структуры белков. 



7. Функции белков. Группы белков по выполняемым функциям, их 
характеристика. 



8. Метаболизм белков. Протеолитическая деградация белков в клетке. Роль 
убиквитина. Протеосомы. 
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 Ферменты: структура,  



биологическая роль, классификация 
 



 1. Структура и биологическая роль ферментов. 
 



2. Отличительные особенности ферментов от 
катализаторов неорганической природы. 



 
3. Принципы классификации и номенклатура ферментов.  



 
4. Активные центры ферментов. Субстратная 



специфичность. Константа Михаэлиса-Ментен.  
 



5. Основные представления о механизме ферментативных 
реакций. Механизм ферментативной реакции на 
примерах лизоцима, химотрипсина, рибонуклеазы и 
карбоксипептидазы А. 



 
6. Уравнение Михаэлиса-Ментен и его графическое 



изображение. Зависимость и график Лайнуивера-Берка.  
 



7. Изоферменты.   
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 Регуляция ферментативной активности.  



Кинетика ферментативных реакций 
 



 1. Активность ферментов. Единицы измерения активности 
ферментов. Удельная активность. Число оборотов 
фермента. 



 
2. Регуляция ферментативной активности. Факторы, 



определяющие каталитическую эффективность 
ферментов. Активаторы и ингибиторы. 



  
3. Конкурентное, неконкурентное и бесконкурентное 



ингибирование ферментов.  
 



4. Проферменты. Активирование проферментов. 
Биологическая роль биосинтеза проферментов. 



  
 5. Принципы и механизмы метаболической регуляции. 



Аллостерические ферменты. Принцип обратной связи. 
  



6. Основные принципы метаболической регуляции, 
метаболические каскады.  
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 Метаболизм углеводов и его регуляция: гликолиз.  



Клеточное дыхание 
 



1. Катаболизм углеводов. Аэробное и анаэробное окисление 
глюкозы, общая характеристика процессов. Две стадии 
гликолиза. Ферментное обеспечение. Регуляция гликолиза. 
Энергетический баланс.  



 
2. Спиртовое, молочнокислое, уксуснокислое и маслянокислое 



брожения. 
 



3. Окисление пировиноградной кислоты. 
Пируватдегидрогеназный комплекс. Ферментное обеспечение 
процесса окислительного декарбоксилирования 
пировиноградной кислоты. Роль коферментов. Регуляция 
процесса. 



 
4. Цикл лимонной кислоты и его биологическая роль. 



Ферментное обеспечение процесса. Стадии образования 
восстановительных эквивалентов. Роль коферментов. 
Регуляция процесса. Баланс цикла лимонной кислоты. 



 
5. Окислительное фосфорилирование. Ферментное обеспечение. 



Биологическая роль. Перенос электронов по дыхательной 
цепи на кислород. Роль пиридиновых нуклеотидов.  



 
6. Синтез АТФ. АТФ-синтетаза. Сопряжение переноса 



электронов с синтезом АТФ. Хемиосмотическая гипотеза.  
 



7. Транспортные системы митохондрий. 
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 Метаболизм углеводов и его регуляция:  
вторичные пути метаболизма углеводов 



 
1. Пентозомонофосфатный путь и его биологическая роль. 



Окислительная и неокислительная стадии пути. 
Ферментное обеспечение процесса. Энергетический баланс. 



2. Глиоксилатный цикл. Схема и ферментное обеспечение 
процесса. Механизмы регуляции цикла. Энергетическая 
эффективность и биологическая роль. 



3. Вовлечение моносахаридов и дисахаридов в 
гликолитический путь расщепления. Окисление галактозы, 
фруктозы и маннозы  путем  гликолиза. Ферментное 
обеспечение. 



4. Расщепление сахарозы и лактозы путем  гликолиза. 
Ферментное обеспечение. 



5. Биосинтез углеводов в животных тканях. Глюконеогенез. 
Ферментное обеспечение процесса. Общие стадии с 
процессом гликолиза. Обходные пути глюконеогенеза. 
Энергетическое обеспечение глюконеогенеза. Реципрокная 
регуляция глюконеогенеза и гликолиза.  



6. Холостые циклы в углеводном обмене. 
7. Биосинтез гликогена. Ферментное обеспечение процесса. 



Роль уридинтрифосфата. Роль коферментов. Регуляция 
процесса. 



8. Фосфоролитический путь расщепления гликогена в печени 
и мышцах. Регуляция и ферментное обеспечение процесса.  



9. Реципрокная регуляция гликогенсинтазы и 
гликогенфосфорилазы. 
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 Метаболизм липидов и его регуляция 



 
1. Окисление жирных кислот в тканях животных. Транспорт 



жирных кислот в митохондрии. Активирование жирных кислот. 
Роль кофермента А. Две стадии окисления жирных кислот в 
митохондриях. Ферментное обеспечение процесса. Уравнение 
окисления жирных кислот.  



2. Окисление ненасыщенных жирных кислот.  
3. Окисление жирных кислот с нечетным числом атомов углерода.  
4. Образование кетоновых тел в печени и их окисление в других 



органах. Регуляция окисления жирных кислот и образования 
кетоновых тел. 



5. Биосинтез жирных кислот. Структура синтазной системы для 
жирных кислот. Челночный механизм переноса ацильных групп 
из цитозоля в митохондриальный матрикс. Путь биосинтеза 
пальмитиновой кислоты и его ферментное обеспечение. Система 
элонгации жирных кислот.  



6. Биосинтез ненасыщенных жирных кислот. Регуляция биосинтеза 
жирных кислот.  



7. Биосинтез триацилглицеролов и его регуляция. Биосинтез 
глицерофосфолипидов и сфингофосфолипидов.  



8. Биосинтез гликолипидов.  
9. Биосинтез холестерола и других стероидов. Роль 



изопентенилпирофосфата. 
 











Программа  
к  практическому/ семинарскому 



занятию №8 
по дисциплине «Общая биохимия»  



для студентов 2 курса специальности  
1-80 02 01 Медико-биологическое дело  



 
 Метаболизм нуклеиновых кислот 



 и его регуляция 
 



1. Катаболизм пуриновых нуклеотидов. Схема процесса и 
ферментативное обеспечение. Конечные продукты.  



 
2. Катаболизм пиримидиновых нуклеотидов. Схема процесса и 



ферментативное обеспечение. Конечные продукты. 
 



3. Биосинтез пуриновых нуклеотидов de novo. Схема, ферментное 
обеспечение и регуляция процесса.  



 
4. Биосинтез пиримидиновых нуклеотидов de novo.  Схема, 



ферментное обеспечение и регуляция процесса.  
 



5. Образование дезоксирибонуклеотидов. 
 



6. Реутилизация пуриновых оснований и ее биологическое 
значение. 
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 Фотосинтез 



 
 



1. Фотосинтез. Общее уравнение фотосинтеза. 
 



2. Световая фаза фотосинтеза. Хлорофиллы и вспомогательные 
пигменты.  



 
3. Фотосистемы I и II. Роль переносчиков электронов. 



Фотофосфорилирование.  
 



4. Темновая фаза фотосинтеза. Восстановление двуокиси углерода в 
цикле Кальвина. Ферментное обеспечение. Суммарная реакция 
цикла Кальвина. Регуляция темновых реакций.  



 
5. Путь Хэтча-Слэка и его биологическая роль. 



 
6. Фотодыхание 



 
 



 











Программа  
к  практическому/ семинарскому 



занятию №10 
по дисциплине «Общая биохимия»  



для студентов 2 курса специальности  
1-80 02 01 Медико-биологическое дело  



 
 Витамины.  



Минеральные соединения 
 
 
1. Общая характеристика витаминов, их классификация, 



номенклатура, роль в обмене веществ. 
2. Ретинолы (А1, А2, цис-формы А1). Их образование из α-, β-, γ-



каротинов и участие в процессах фоторецепции; роль в 
регуляции проницаемости мембран, транспорта, метаболизма; 
антиоксидантные свойства. 



3. Кальциферолы (D2, D3, D4). Основные функции в организме. 
4. Токоферолы (α-, β-, γ- и др.). Основные функции в организме. 
5. Филло- и менахиноны (витамины К1 и К2). Роль в процессах 



окислительного фосфорилирования, механизмах свёртывания 
крови. 



6. Тиамин и его производные. Коферментные функции 
тиаминпирофосфата. Примеры и значение реакций с его 
участием. 



7. Рибофлавин. Коферментные функции, роль в метаболизме. 
8. Пантотеновая кислота. Коферментные формы. Биохимическая 



функция. 
9. Ниацин. Коферментные формы, участие в метаболизме. 
10.  Пиридоксин. Основные функции в организме. 
11.  Биотин. Основные функции в организме. 
12.  Фолиевая кислота. Примеры реакций с участием 5, 6, 7, 8,-



тетрагидрофолиевой кислоты и их значение. 
13.  Кобаламин. Коферментные формы, участие в реакциях 



трансметилирования и изомеризации. 
14.  Аскорбиновая кислота. Участие в ОВР и реакциях 



гидроксилирования. 
15.  Рутин.  Основные функции в организме. 
16.  Взаимодействие витаминов. 
17.  Неорганические элементы в живых организмах и их 
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ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА № 1 



Тема: Аминокислоты. Методы обнаружения и 



идентификации аминокислот. Качественные 



реакции на аминокислоты, пептиды и белки 
Цель: Изучение методов идентификации аминокислот 



Освоение методов выявления белков, пептидов и инди-



видуальных аминокислот в растворах по качественным 



реакциям 



Оборудование и материалы 
 Термостат 



 Камера хроматографическая 



 Бумага хроматографическая 



 Пипетки стеклянные на 1 и 5 мл 



 Микропипетки автоматические 



 Цилиндры мерные на 250 и 100 мл 



 Колба емкостью 250 мл 



 Пробирки 



 Штативы для пробирок 



 Бумага фильтровальная 



 Индикаторная бумага универсальная 



 Сито нейлоновое 



 Ванночка со льдом 



Реактивы 
 Яичный белок 



 Гидроксид натрия (NaOH), 10 %-ный раствор, 14,3 М раствор 



 Сульфат меди (CuSO4), 2 %-ный раствор, 0,04 М раствор 



 Ацетат свинца (Pb(CH3COO)2), раствор 



 Нитрит калия (натрия) (KNO2, NaNO2), 0,5 %-ный раствор 



 Карбонат натрия (Na2CO3), 10 %-ный раствор 



 Нитропруссид натрия (Na2[Fe(CN)5NO]), 10 %-ный раствор 



 Нингидрин, 1 %-ный раствор  



 Реактив Миллона 



 -Нафтол, 0,2 %-ный спиртовой раствор 



 Сульфониловая кислота, 1 %-ный раствор в 5 %-ной соляной кислоте 



 Мочевина, 40 %-ный раствор 



 о-Фталевый диальдегид, раствор 



 Желатин, 1 %-ный раствор 



 Фруктоза, 5 %-ный раствор 
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 Глиоксалевая кислота 



 Формалин, раствор 



 Сахароза, 5 %-ный раствор 



 Уксусная кислота, ледяная 



 Борная кислота, 2,5 %-ный раствор 



 Азотная кислота (HNO3), конц. 



 Серная кислота (H2SO4), конц. 



 Соляная кислота (HCl), конц. 



 Фосфорная кислота (H3PO4), конц. 



 н-Бутанол 



 Вода дистиллированная 



 -Аланин, 0,01 %-ный раствор 



 Аргинин 



 Аргинин, 3 %-ный раствор, 0,01 %-ный раствор 



 Аспарагиновая кислота 



 Гистидин, 0,01 %-ный раствор 



 Глицин 



 Глицин, 0,01 %-ный раствор 



 Глутаминовая кислота 



 Метионин, 0,02 %-ный раствор 



 Пролин, 0,01 % раствор 



 Тирозин 



 Триптофан, 0,01 %-ный раствор 



 Цистеин, 0,02 %-ный раствор 



 Смесь аминокислот (для хроматографии) 
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ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 



Аминокислоты  



Аминокислоты как основные составные части белков участвуют во 



всех жизненных процессах наряду с нуклеиновыми кислотами, углеводами и 



липидами. Кроме аминокислот, входящих в состав белков, живые организмы 



обладают постоянным резервом «свободных» аминокислот, содержащихся 



в тканях и клеточном соке. Данные молекулы используются в синтезе мно-



жества биологически активных соединений, к которым относятся нейроме-



диаторы и гормоны, обеспечивающие регуляцию процессов обмена веществ 



в организме. Аминокислоты служат донорами атомов азота при синтезе всех 



небелковых азотсодержащих соединений, в том числе нуклеотидов, гема, 



креатина, холина и других веществ. Аминокислоты и их производные входят 



в состав коферментов, желчных кислот, антибиотиков.  



Различают протеиногенные и непротеиногенные аминокислоты.  



Аминокислоты, которые в соответствии с генетическим кодом вклю-



чаются в состав белков в процессе трансляции, называются протеиноген-



ными. В состав белков входят 20 протеиногенных аминокислот (в 2002 г. 



была открыта 21-я протеиногенная аминокислота – селеноцистеин). Одни и 



те же аминокислоты присутствуют в различных по структуре и функциям 



белках. Индивидуальность белковых молекул определяется содержанием и 



последовательностью расположения входящих в них аминокислот. Последо-



вательность аминокислот в белке несет информацию о построении про-



странственной структуры и функции данного белка.  



Аминокислоты, которые нередко обнаруживаются в белках, но не 



имеют кодовых слов и не включаются в белки в процессе трансляции, назы-



ваются непротеиногенными. Обнаружение таких аминокислот в белках объ-



ясняется протеканием реакций модифицирования данных биомолекул пост-



трансляционно или, например, рацемизацией аминокислот в составе белков 



(см. далее). Непротеиногенные аминокислоты могут образовываться в каче-



стве промежуточных продуктов при биосинтезе и деградации протеиноген-



ных аминокислот, а также других органических молекул. 
Строение аминокислот. Аминокислоты – это аминопроизводные 



класса карбоновых кислот. Основными функциональными группами амино-



кислот являются их амино- и карбоксильные группы, которые связаны с од-



ним и тем же атомом () углеродного скелета аминокислоты (рис. 1.1). 



Между собой аминокислоты различаются только строением боковых цепей 



(R-группами), которые у разных аминокислот неодинаковы по структуре, 



электрическому заряду и растворимости в воде. 



При физиологических значениях рН аминокислоты в растворах нахо-



дятся преимущественно в виде биполярных ионов (обычно используемая 



запись строения -аминокислоты в неионизированном виде служит лишь 



для удобства). 
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Рис. 1.1. Общая структурная формула -аминокислот 



Стереоизомерия аминокислот. Это свойство связано с наличием 



в молекуле всех природных аминокислот (за исключением глицина) в -



положении асимметрического атома углерода (хирального центра), все че-



тыре валентные связи которого заняты различными заместителями. Амино-



кислоты cущeствуют в виде двух зеркальных изомеров (рис. 1.2) или энан-



тиомеров: L- и D-aминoкиcлoт. 



 
Рис. 1.2. Модели асимметрических молекул аланина: а – тетраэдрическая модель, 



б – модель Кекуле 



Абсолютную конфигурацию аминокислот принято соотносить стерео-



химически с соединением, произвольно взятым для сравнения, а именно 



с глицериновым альдегидом, также содержащим асимметрический атом уг-



лерода (рис. 1.3). Два возможных его стереоизомера принято обозначать 



буквами L и D. 
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Рис. 1.3. Стерическое соответствие между структурой энантиомеров аланина 



и абсолютной конфигурацией L- и D-глицеральдегида 



Стереоизомеры всех хиральных соединений, соответствующие по кон-



фигурации L-глицеральдегиду, обозначаются буквой L, а стереоизомеры, 



соответствующие D-глицеральдегиду, – буквой D. 



Все пpотeиногенныe аминoкиcлoты oтноcятcя к L-ряду. D-аминoкиc-



лоты вcтpeчaютcя во многих природных пептидах, продуцируемых микро-



организмами, например в антибиотиках (грамицидин, актиномицин, поли-



миксин), а также в составе биополимеров клеточной стенки бактерий. 



Среди протеиногенных аминокислот имеются две аминокислоты (трео-



нин и изолейцин), которые содержат по два асимметрических атома углеро-



да. Для них возможно существование четырех стереоизомеров. Например, 



у треонина, помимо L- и D-треонина, имеется еще два стереоизомера, кото-



рые называются диастереоизомерами или аллоформами: L-алло-треонин и 



D-алло-треонин (рис. 1.4). 



 
Рис. 1.4. Структурные конфигурации стереоизомеров треонина 



Чистые L- или D-стереоизомеры могут со временем самопроизвольно и 



неферментативно превращаться в эквимолярную смесь L- и D-изомеров. Этот 



процесс называют рацемизацией. Рацемизация каждой L-аминокислоты при 



данной температуре идет с определенной скоростью. Это обстоятельство 



можно использовать для установления возраста людей и животных. Так, 



в твердой эмали зубов имеется белок дентин, в котором L-аспартат переходит 



в D-изомер при температуре тела человека со скоростью 0,10 % в год. В пери-



од формирования зубов в дентине содержится только L-изомер, поэтому по 



содержанию D-аспартата можно рассчитать возраст обследуемого. 
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Физические свойства. Аминокислоты – нелетучие кристаллические 



вещества с высокими температурами плавления. Они хорошо растворяются 



в воде, аммиаке и других полярных растворителях, в неполярных и слабопо-



лярных растворителях (этанол, метанол, ацетон) растворяются плохо. При-



чиной такого поведения является легкий переход незаряженной молекулы 



в цвиттерион, который связан с выигрышем свободной энергии. 



Кислотно-основные свойства. Все встречающиеся в природе амино-



кислоты обладают общим свойством – амфотерностью (от греч. amphoteros – 



двусторонний), т. е. каждая аминокислота содержит как минимум одну кис-



лотную (–СООН) и одну оснóвную (–NH2) группы. В растворе эти группы 



находятся в двух формах, заряженной и незаряженной, между которыми 



поддерживается протонное равновесие: 



R–COOH и R–NH3
+
 являются протонированными партнерами, т. е. кис-



лотами (донорами протонов), а R–COO¯ и R–NH2 – сопряженными основа-



ниями (акцепторами протонов).  



Поэтому в водной среде -аминокислоты существуют в виде равновесной 



смеси биполярного иона, катионной и анионной форм молекулы (рис. 1.5): 



 
Рис. 1.5. Ионные формы аминокислот 



Соотношение между этими формами, т. е. заряд молекул аминокислот 



в растворе зависит от рН среды (рис. 1.6). 



Изменение рН в кислую сторону приводит к подавлению диссоциации 



кислотных групп. Поэтому в сильнокислой среде аминокислоты существуют 



преимущественно в виде катионов (приобретают положительный заряд). 



Напротив, изменение рН в щелочную сторону вызывает отщепление 



протонов от основных функциональных групп. Поэтому в сильнощелочной 



среде аминокислоты существуют преимущественно в виде анионов. 



При нейтральных значениях рН все кислотные и все оснóвные функци-



ональные группы аминокислот находятся в диссоциированном состоянии. 



Поэтому нейтральные аминокислоты, содержащие недиссоциирующий ра-



дикал, имеют суммарный нулевой заряд и существуют в виде биполярного 



иона (цвиттериона). Кислые аминокислоты содержат две карбоксильные 



группы, которые диссоциируют, отдавая два протона, но поскольку у них 



только одна аминогруппа, принимающая один протон, то такие аминокисло-



ты ведут себя как кислоты и раствор их имеет кислую реакцию. Сам ион 
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аминокислоты заряжается отрицательно. Оснóвные аминокислоты реагиру-



ют в водном растворе как слабые основания, т. к. один протон, который 



освобождается при диссоциации карбоксильной группы, связывается с од-



ной из аминогрупп, а вторая аминогруппа связывает протон из водного 



окружения, в результате увеличивается количество OH
–
 групп и повышается 



pH среды. Заряд иона таких аминокислот в нейтральной среде будет поло-



жительным. 



 



 
Рис. 1.6. Изменение суммарного заряда аминокислот (гистидина и глутамата) 



в зависимости от рН среды 



При определенном значении pH наступает такое состояние, при кото-



ром заряд аминокислоты становится нейтральным (скомпенсированным). 



Значение рН, при котором суммарный заряд аминокислоты равен нулю и 



она не перемещается в постоянном электрическом поле, называется ее изо-



электрической точкой (рI). 



Таким образом, при значении pH = рI аминокислоты не перемещаются 



в электрическом поле и обладают наименьшей растворимостью. Если 



pH < рI, катион аминокислоты движется к катоду, а при pH > рI анион ами-



нокислоты – к аноду. На этих свойствах аминокислот основана возможность 



разделения их в электрическом поле (электрофорез). Изоэлектрическая точ-



ка кислых аминокислот находится в слабокислой среде, оснóвных – в слабо-



оснóвной, а нейтральных – в нейтральной. Изоэлектрическая точка для 



нейтральных аминокислот рассчитывается по формуле 



рI = ½ (рК1+ рК2),  



где рК1– величина рК для -карбоксильной группы; рК2– для -ами-



ногруппы.  
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Изоэлектрическая точка для кислых и оснóвных аминокислот рассчи-



тывается по формуле 



рI = ½ (рК1+ рКR),  



где рКR – рК для ионизированной группы, находящейся в радикале. 



Кривые титрования аминокислот. Если регистрировать изменение 



рН раствора аминокислот при добавлении щелочи или кислоты, то получа-



ются типичные кривые титрования аминокислот, зависящие от числа иони-



зированных групп (рис. 1.7–1.9).  



Если радикалы аминокислот нейтральны, то они почти не оказывают 



влияния на диссоциацию -карбоксильной группы или -аминогруппы, и 



величины рК (то есть значения рН, при которых эти группы в среднем напо-



ловину диссоциированы) остаются относительно постоянными. Вследствие 



этого кривые титрования почти всех нейтральных аминокислот накладыва-



ются друг на друга и могут быть рассмотрены на примере аланина (рис. 1.7). 



 
Рис. 1.7. Кривая титрования 0,1 М раствора аланина 0,1 М раствором NaOH 



В начале титрования (при значении pH < рК1) большинство молекул 



аланина находятся в полностью протонированной форме и в растворе преоб-



ладают ионы 
+
NH3–CHR–COOH. При приближении значения рН к 2,34 (чис-



ленно равном величине рК1 -карбоксильной группы) начинает происходить 



активная диссоциация протонов от -карбоксильных групп, что при рН 2,34 



приводит к присутствию в растворе в эквимолярных концентрациях ионов 
+
NH3–CHR–COOH и 



+
NH3–CHR–COO



−
. На этом участке кривой титрования 



наблюдается «плато»: добавление щелочи не приводит к существенному 



изменению рН раствора. Это связано с нейтрализацией вносимой щелочи 



активно высвобождающимися из аланина протонами. 
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Рис. 1.8. Кривая титрования глутаминовой Рис. 1.9. Кривая титрования гистидина 



кислоты 



После участка «плато» в растворе начинают преобладать молекулы 



аминокислоты с депротонированной -карбоксильной группой, и при даль-



нейшем титровании при рН 6,01 (точка перегиба кривой) молекулы аланина 



достигают изоэлектрической точки, т. е. находятся в виде биполярного иона 



(цвиттериона)
 +



NH3–CHR–COO
−
. 



На второй стадии титрования при приближении значения рН к 9,69 



(численно равном величине рК2 аминогруппы) происходит диссоциация 



протона от -аминогруппы аланина, и при рН 9,69 в растворе присутствуют 



в эквимолярных концентрациях ионы 
+
NH3–CHR–COO



– 
и NH2–CHR–COO



−
. 



На этом участке кривой титрования наблюдается второе «плато», после чего 



в растворе начинает преобладать полностью депротонированная форма ами-



нокислоты. Титрование завершается приблизительно при рН 12, когда прак-



тически все молекулы аланина находятся в форме полностью депротониро-



ванных ионов: NH2–CHR–COO
−
. 



Из кривой титрования аланина можно сделать вывод, что данная ами-



нокислота проявляет буферные свойства в двух областях рН. Одна из них 



определяется сравнительно плоским участком кривой по обе стороны от 



точки, соответствующей рК1. Другая буферная зона расположена между зна-



чениями рН 8,7 и 10,7. Необходимо отметить, что при значении рН = 7,4, 



характерном для межклеточной жидкости и крови, аланин не проявляет бу-



ферные свойства. 



Аминокислоты с диссоциирующими группами в радикале имеют более 



сложные кривые титрования, складывающиеся из трех участков, соответ-



ствующих трем возможным стадиям ионизации (рис. 1.8 и 1.9) и, следова-



тельно, они имеют три значения рК (рК1, рК2, рКR). Изоэлектрические точки 



для таких аминокислот определяются типом присутствующей ионизируемой 



группы в радикале.  
Таким образом, в интервале рН от 4,0 до 9,0 почти все аминокислоты 



существуют преимущественно в форме цвиттерионов с протонированной 
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аминогруппой и диссоциированной карбоксильной группой. При значениях 
рН, близких к величинам их рК (т. е. при рН 1,7–3,2 и 8,6–10,8), аминокисло-
ты обладают буферными свойствами.  



Большое биологическое значение имеет поведение гистидина в каче-



стве буфера. Это единственная аминокислота, которая обладает буферными 



свойствами в физиологической области рН. 



Спектральные свойства. Все аминокислоты поглощают свет в инфра-



красной области спектра. Три ароматические аминокислоты (фенилаланин, 



тирозин и триптофан) поглощают свет в ультрафиолетовой области в диапа-



зоне 260–290 нм (рис. 1.10).  



 
Рис. 1.10. Спектры поглощения ароматических аминокислот 



Химические свойства аминокислот. Функциональные амино- и 



карбоксильные группы аминокислот вступают во все характерные для них 



реакции. 



I. Реакции аминокислот, обусловленные одновременным присут-



ствием карбоксильных и аминогрупп: 



1. амфотерные свойства; 



2. образование внутренних солей; 



3. образование пептидов; 



4. нингидриновая реакция. 



II. Реакции аминокислот, обусловленные присутствием кар-



боксильных групп: 



1. образование солей; 



2. образование ангидридов; 



3. образование галогенангидридов; 



4. образование амидов; 
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5. образование сложных эфиров; 



6. реакции декарбоксилирования. 



III. Реакции аминокислот, связанные с присутствием аминогрупп: 



1. замещение в аминогруппе атома водорода на ацил (образование 



пептидов); 



2. взаимодействие с азотистой кислотой; 



3. замещение в аминогруппе атома водорода на остаток угольной кислоты; 



4. взаимодействие с формальдегидом; 



5. реакции окислительного, восстановительного и внутримолекуляр-



ного дезаминирования. 



Образование пептидных связей 



Наиболее важной реакцией, в которой участвуют аминокислоты, явля-



ется образование пептидных связей. При этом высвобождается одна молеку-



ла воды. 



 



Равновесие реакции образования пептидной связи в обычных условиях 



сильно сдвинуто в сторону ее гидролиза. Поэтому для образования пептид-



ных связей между аминокислотами, их карбоксильные группы должны быть 



предварительно активированы. Химический синтез пептидов основан на 



предварительном получении хлорангидридов аминокислот. Биологическая 



активация аминокислот включает их взаимодействие с АТР. 



Качественные реакции на аминокислоты 



Структура радикалов аминокислот исключительно разнообразна. Это об-



стоятельство позволяет использовать многочисленные цветные реакции для 



обнаружения большинства аминокислот. Многие из них настолько чувстви-



тельны и высокоспецифичны, что позволяют обнаруживать ничтожные коли-



чества индивидуальных аминокислот в составе сложных смесей, в биологиче-



ских жидкостях, гидролизатах белков и т. п. Поэтому некоторые цветные ре-



акции используются для количественного определения аминокислот. 



Взаимодействие с нингидрином является одной из наиболее чувстви-



тельных реакций на свободные -аминогруппы в аминокислотах. Белки, по-



липептиды и аминокислоты при нагревании образуют с нингидрином соеди-



нения синего или сине-фиолетового цвета, исключение составляет пролин – 



продукты его реакции с нингидрином имеют ярко-желтую окраску. Суть 
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реакции заключается в том, что -аминокислоты, реагируя с нингидрином, 



подвергаются окислительному дезаминированию и декарбоксилированию 



одновременно. 



 
Один из продуктов реакции – гидриндантин – взаимодействует с амми-



аком и другой молекулой нингидрина с образованием окрашенного соедине-



ния – дикетогидриндилиден-дикетогидриндамина (ДИДА). 



 



Нингидрин способен реагировать не только с -аминокислотами, но и 



с другими аминами – при этом развивается такая же окраска, но без выделе-



ния СО2. Следовательно, выделение СО2 является индикатором участия 



в нингидриновой реакции именно -аминокислот. Пептиды и NH3 также 



вступают в реакцию с нингидрином, но менее активно, чем -аминокислоты. 



Ксантопреновая реакция специфична на радикалы ароматических 



аминокислот. Суть ее состоит в том, что при нагревании ароматических 



аминокислот или содержащих их белков и полипептидов с концентрирован-



ной азотной кислотой образуются нитросоединения желтого цвета. Реакция 



протекает в две стадии. На первой стадии бензольное кольцо аминокислоты 



подвергается нитрованию. 



 



На второй стадии продукты нитрования реагируют с гидроксидом 



натрия или аммония с образованием натриевой или аммониевой соли, 



имеющей желто-оранжевое окрашивание.  
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При проведении ксантопреновой реакции в качестве контроля исполь-



зуют желатин, который не содержит ароматических аминокислот. 



Реакция Фоля специфична для серосодержащих аминокислот – ци-



стеина, цистина, метионина – или для белков, содержащих эти аминокисло-



ты. Реакция протекает в два этапа. Сначала под действием гидроксида 



натрия при нагревании происходит отщепление SH-групп аминокислот и 



переход серы из органического соединения в неорганическое: 



 



Затем сульфид натрия взаимодействует с уксуснокислым свинцом, 



в результате чего происходит образование сульфида свинца, который выпа-



дает в виде осадка черного цвета:  



 



Качественные реакции на индивидуальные аминокислоты 



Качественные реакции на триптофан 



Реакция Адамкевича, реакция Гопкинса–Коле и реакция с формаль-



дегидом основаны на способности триптофана взаимодействовать с альдеги-



дами, например, с формальдегидом. Эта аминокислота, конденсируясь 



с формальдегидом, приводит к образованию бис-2-триптофанилметана: 
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Продукт конденсации окисляется до бис-2-триптофанилкарбинола, 



имеющего красно-фиолетовую окраску: 



 



В реакциях Адамкевича и Гопкинса–Коле исходным реагентом являет-



ся глиоксиловая кислота (в реакции Адамкевича используют концентриро-



ванную уксусную кислоту, содержащую глиоксиловую кислоту в виде при-



меси). Под действием концентрированной серной кислоты глиоксиловая 



кислота декарбоксилируется с образованием формальдегида, вступающего 



в реакцию с триптофаном: 



 



Следует указать, что в реакции Гопкинса–Коле конечным цветным 



продуктом являются медные соли бис-2-триптофанилкарбинола, придающие 



раствору сине-фиолетовую окраску. Эти соли образуются в присутствии ми-



неральных кислот при добавлении в реакционную смесь сульфата меди (II). 



Реакция Шульце–Распайля с 5-(оксиметил)фурфуролом основана на 



способности 5-(оксиметил)фурфурола, образующегося при дегидратации 



фруктозы (или других кетогексоз) под действием концентрированных неор-



ганических кислот (H2SO4, HCl), формировать с триптофаном окрашенные 



продукты конденсации темно-красного цвета. Реакцию можно проводить как 



с фруктозой, так и с сахарозой, при гидролитическом расщеплении которой 



освобождаются равные количества глюкозы и фруктозы. 
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Качественная реакция на пролин 



Выше указывалось, что нингидрин взаимодействует с пролином не-



обычным для других аминокислот способом. В результате конденсации про-



лина с нингидрином происходит образование продукта, имеющего ярко-



желтую окраску: 



 



Качественная реакция на тирозин 



Реакция Миллона. Реактив Миллона представляет собой смесь нитра-



тов и нитритов оксида ртути (I) и (II), растворенных в концентрированной 



азотной кислоте. При их взаимодействии с фенильной группой тирозина 



образуется нитрозотирозин, ртутное соединение которого окрашено в крас-



ный цвет: 



 



Качественная реакция на аргинин 



Реакция Сакагучи основана на способности аргинина взаимодейство-



вать с -нафтолом в присутствии окислителя – гипобромита натрия (NaBrO). 



Несмотря на то, что механизм реакции еще не до конца выяснен, ряд наблю-



дений свидетельствует в пользу следующей схемы. Сначала -нафтол в при-



сутствии окислителя соединяется с гуанидиновой группировкой аргинина: 
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Затем, при дальнейшем окислении нафтиларгинина образуется соеди-



нение типа хинонимина: 



 



Поскольку производные хинониминов (в данном случае нафтохинони-



мина), у которых водород иминогруппы замещен на алкильный или ариль-



ный радикал, всегда окрашены в желто-красные тона, то, по-видимому, 



оранжево-красный цвет раствора при проведении реакции Сакагучи объяс-



няется возникновением именно производного нафтохинонимина. 



Качественная реакция на гистидин 



Реакция Паули основана на способности гистидина реагировать с диа-



зареактивом, основу которого составляет диазобензолсульфоновая кислота, 



образующаяся в реакции диазатирования при взаимодействии кислого рас-



твора сульфаниловой кислоты с нитритом калия: 



 



При реакции диазобензолсульфоновой кислоты с гистидином образуется 



соединение вишнево-красного цвета – 2,5-бис-р-сульфобензолазагистидин: 
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Качественная реакция на метионин 



Реакция Мак-Карти и Салливана основана на взаимодействии произ-



водных метионина с комплексным соединением железа – нитропруссидом 



натрия (Na2[Fe(CN)5NO]) – в присутствии концентрированных неорганиче-



ских кислот, что сопровождается образованием продуктов, имеющих яркую 



красно-фиолетовую окраску. 



Качественная реакция на глицин 



Реакция Циммермана основана на взаимодействии глицина с о-фта-



левым диальдегидом с образованием ярко-зеленых продуктов, выпадающих 



в виде осадка. 



 



Методы разделения и идентификации аминокислот 



Одним из основных методов разделения и идентификации аминокислот 



является хроматография. Принцип метода хроматографического разделения 



соединений основан на том, что молекулы веществ анализируемой смеси по-



разному распределяются между стационарной и подвижной фазами. По ме-



ханизму разделения анализируемых веществ выделяют адсорбционную, рас-



пределительную, ионообменную и эксклюзионную хроматографии. 



В адсорбционной хроматографии разделение веществ происходит за 



счет их различной способности адсорбироваться и десорбироваться на сор-



бенте с развитой поверхностью, например, силикагеле. 



Распределительная хроматография обеспечивает разделение за счет 



разной растворимости анализируемых веществ в неподвижной и подвижной 



фазах. Неподвижная фаза, как правило, химически привита к поверхности 



неподвижного носителя. 



В ионообменной хроматографии молекулы веществ смеси, диссоции-



рованные в растворе на катионы и анионы, разделяются за счет ионных вза-



имодействий с сорбентом, на поверхности которого привиты катионные или 



анионные центры, способные к обмену с ионами анализируемых веществ. 



В эксклюзионной (ситовой, гель-проникающей, гель-фильтрационной) 



хроматографии молекулы веществ разделяются по размеру за счет их разной 



способности проникать в поры носителя. 



Хроматография на бумаге 



В настоящее время этот метод в значительной мере вытеснен более со-



вершенными методами, но его продолжают применять для разделения ами-
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нокислот. Выделяют восходящую и нисходящую хроматографии на бумаге. 



При восходящей хроматогафии растворитель заливают на дно хроматогра-



фической камеры, а бумагу с нанесенными на нее образцами (см. ход рабо-



ты) располагают так, чтобы точки старта не были погружены в растворитель. 



Последний смачивает нижний конец бумаги, и фронт растворителя посте-



пенно поднимается вверх, обеспечивая разделение анализируемых соедине-



ний. В нисходящей хроматографии растворитель заливают в специальную 



лодочку, помещаемую в верхней части камеры. Один из концов бумаги по-



гружают в растворитель и закрепляют, придавив, например, стеклянной па-



лочкой, помещенной на дно лодочки. Остальная часть хроматографической 



бумаги свободно свисает в камере, и растворитель постепенно смачивает ее 



сверху вниз. Хроматографическая камера плотно закрывается для удержания 



паров растворителя, которые препятствуют высыханию бумаги. С этой же 



целью на дно камеры наливают небольшое количество растворителя для 



усиления испарения.  



По окончании хроматографии полоску бумаги, смоченную растворите-



лем, извлекают из камеры, высушивают и обрабатывают определенным об-



разом для проявления разделяемых соединений. При разделении аминокис-



лот бумагу обрабатывают 0,5 %-ным раствором нингидрина в ацетоне с по-



следующим прогреванием в течение нескольких минут при 90–110 °С. 



Для разделения аминокислот используют полярные растворители в ви-



де бинарных, тройных и более сложных смесей воды, спиртов, кислот и ос-



нований. Более полярные компоненты растворителя ассоциируют с целлю-



лозой и образуют стационарную фазу, а менее полярные составляют по-



движную фазу. Поэтому разделение аминокислот на бумаге представляет 



собой вариант распределительной хроматографии. Аминокислоты с объем-



ными неполярными боковыми цепями (Leu, Ile, Phe, Trp, Val, Met) переме-



щаются быстрее, чем аминокислоты с более короткими неполярными боко-



выми цепями (Pro, Ala, Gly) или с полярными боковыми цепями (Thr, Glu, 



Arg, Ser, Asp, His, Lys, Cys). Это обусловлено большей растворимостью по-



лярных молекул в гидрофильной стационарной фазе и неполярных – в орга-



нических растворителях. Отметим, что в ряду неполярных аминокислот 



(Gly, Ala, Val, Leu) при увеличении длины неполярной боковой цепи увели-



чивается и подвижность аминокислоты.  



Отношение расстояния, на которое перемещается данная аминокисло-



та, к расстоянию, пройденному фронтом растворителя (обе величины опре-



деляют от линии старта), называют подвижностью и обозначают символом 



Rf. Значение Rf для каждой аминокислоты зависит от условий разделения, 



например, от типа растворителя. Рекомендуется одновременно с неизвестной 



смесью аминокислот проводить хроматографирование стандартов. В этом 



случае подвижности компонентов исследуемой смеси можно сравнить с по-



движностями стандартов. 
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Для количественного определения каждое пятно вырезают и аминокис-



лоту элюируют (вымывают) подходящим растворителем; затем после добав-



ления нингидрина измеряют оптическую плотность раствора. В другом слу-



чае бумагу обрабатывают нингидрином, и интенсивность окрашивания пя-



тен измеряют с помощью специального фотометра (денситометра) 



в проходящем или отраженном свете. 



При разделении смесей аминокислот часто используют двухмерную 



хроматографию. В этом случае смесь наносят в один из углов квадратного 



листа бумаги и проводят разделение в одной системе растворителей. Затем 



лист извлекают, высушивают, разворачивают его на 90° и хроматографиру-



ют в другом растворителе. Данный метод получил наибольшее распростра-



нение именно для разделения аминокислот, т. к. при одномерной хромато-



графии не всегда удается достичь полного разделения вследствие близких 



значений Rf у некоторых аминокислот.  



Пептиды 



Пептиды – это природные или синтетические соединения, молекулы 



которых построены из остатков -аминокислот, соединенных между собой 



пептидными связями. В зависимости от количества остатков аминокислот и 



молекулярной массы различают: низкомолекулярные пептиды (состоящие из 



двух–десяти остатков аминокислот – ди-, три-, тетра-, пентапептиды и т. д.), 



пептиды со средней молекулярной массой (от 500 до 5000 дальтон, т. наз. 



средние молекулы) и высокомолекулярные пептиды (с молекулярной массой 



от 5000 до 16 000 дальтон). Наиболее распространены линейные пептиды, 



однако известны также циклические пептиды, молекулы которых могут 



иметь различные размеры. В природе встречаются пептиды, построенные не 



только из аминокислот, но содержащие также оксикислоты, длинные остат-



ки жирных кислот и другие компоненты. Поэтому различают гомомерные 



пептиды, состоящие исключительно из аминокислот, и гетеромерные пеп-



тиды, которые кроме аминокислот содержат также небелковые компоненты. 



Пептиды широко распространены в природе. Они присутствуют во 



всех клеточных организмах (пептидный пул). Открытые и изученные 



в настоящее время пептиды можно разделить на группы по их основному 



физиологическому действию: 



 пептиды, обладающие гормональной активностью (окситоцин, вазо-



прессин, рилизинг-гормоны гипоталамуса, меланоцитстимулирующий гор-



мон, глюкагон, инсулин и др.); 



 пептиды, регулирующие процессы пищеварения (гастрин, холеци-



стокинин, вазоинтестинальный пептид, желудочный ингибирующий пеп-



тид и др.); 



 пептиды, регулирующие тонус сосудов и артериальное давление 



(брадикинин, калидин, ангиотензин II); 
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 пептиды, регулирующие аппетит (лептин, нейропептид Y, меланоц-



итстимулирующий гормон, β-эндорфины); 



 пептиды, обладающие обезболивающим действием (энкефалины и 



другие опиоидные пептиды); 



 пептиды, являющиеся токсичными веществами (аманитин, антибио-



тики, вырабатываемые некоторыми микроорганизмами); 



 пептиды, участвующие в регуляции высшей нервной деятельности, 
в биохимических процессах, связанных с механизмами сна, обучения, памя-
ти, возникновения чувства страха и т. д. 



Однако такое деление пептидов крайне условно, т. к. многие из них об-
ладают широким спектром действия. 



Качественные реакции на пептиды и белки 



Биуретовая реакция позволяет обнаруживать в молекулах пептидов и 



белков пептидные связи. В щелочной среде белки, а также продукты их гид-



ролиза – полипептиды – дают фиолетовое окрашивание с солями меди. По-



ложительная биуретовая реакция проявляется у соединений, содержащих не 



менее двух пептидных групп (т. е. у трипептидов, тетрапептидов и т. д.). Ин-



тенсивность окраски зависит от длины пептида и варьирует от сине-



фиолетовой до красно-фиолетовой и красной. 



Изучение механизма данной реакции показало, что с солями меди 



сходным образом взаимодействует биурет, который легко получается при 



нагревании мочевины: 



 



В любом случае появление окраски связано с образованием комплекс-



ного соединения – биуретового медного комплекса, который имеет следую-



щее строение: 



 



Как можно видеть из приведенной выше формулы, биурет в щелочной 



среде претерпевает полную енолизацию по схеме: 
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Две молекулы диенольной формы биурета взаимодействуют с гидрок-



сидом меди (II) и образуют комплексное соединение, в котором координа-



ционные связи образованы за счет электронных пар атомов азота иминных 



групп. Аналогично организовано комплексное соединение меди с енолизи-



рованными пептидными группами любого другого полипептида: 



 



Контрольные вопросы 



1. Принцип строения аминокислот. 



2. Классификация аминокислот. 



3. Стереоизомерия аминокислот. 



4. Ионные формы аминокислот. Влияние рН на заряд аминокислоты. 



5. Кривые титрования аминокислот. 



6. Химические свойства аминокислот. 



7. Пептидная связь. Химический и биологический способы образования 



пептидных связей. 



8. Методы качественного определения аминокислот. 



9. Методы количественного определения аминокислот. 
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ХОД РАБОТЫ 



Цель: Обнаружение и идентификация аминокислот в водных 



растворах. Проведение качественных реакций на ами-



нокислоты, пептиды и белки 
Задание I Изучить химические и хроматографические свойства 



аминокислот 



Реакции аминокислот в водных растворах 



1. На универсальную индикаторную бумагу пипеткой наносят по 1 кап-



ле растворов глицина, глутаминовой или аспарагиновой кислоты и аргинина. 



2. Отмечают развивающуюся окраску индикатора во всех трех случаях 



и делают заключение о реакции среды. 



3. Записывают уравнения реакций, описывающих поведение данных 



аминокислот в водных растворах. 



Взаимодействие аминокислот с сахарами 



1. В две пробирки вносят по 2 мл 5 %-ного раствора фруктозы в 2,5 %-



ном растворе борной кислоты. 



2. В первую пробирку добавляют 2 мл 3 %-ного раствора аргинина, а во 



вторую – 2 мл дистиллированной воды.  



3. В третью пробирку вносят 2 мл 3 %-ного раствора аргинина и 2 мл 



2,5 %-ного раствора борной кислоты. 



4. Все три пробирки инкубируют в течение 5 мин. в кипящей водя-



ной бане. 



5. Отмечают различие во времени появления окраски и ее интенсивно-



сти в каждой из проб. 



Разделение смеси аминокислот методом хроматографии на бумаге 



1. На полосе хроматографической бумаги отмечают линию старта (1–



1,5 см от края бумаги), а также места нанесения стандартных растворов 



аминокислот и анализируемой смеси. 



2. Микропипеткой наносят на хроматографическую бумагу по 20 мкл 



раствора каждой аминокислоты. Нанесение проводят в несколько приемов, 



следя за тем, чтобы пятно раствора не растекалось более чем на 3 мм. Каж-



дую последующую порцию раствора наносят после полного высыхания 



предыдущей, что определяют по исчезновению просвечивания бумаги в точ-



ке нанесения. 



3. Точки старта высушивают. 



4. Параллельно готовят 20 мл растворителя, состоящего из н-бутанола, 



уксусной кислоты и воды в соотношении 12 : 3 : 5. К растворителю добав-



ляют несколько кристаллов нингидрина для окрашивания хроматограммы во 



время проявления. 



5. Растворитель заливают в хроматографическую камеру, герметично 



закрывают и оставляют на некоторое время для насыщения парами. 
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6. Бумажную полоску помещают в хроматографическую камеру. Про-



явление заканчивают, когда фронт растворителя переместится к противопо-



ложному концу полоски (2–3 см от края).  



7. Хроматограмму высушивают. 



8. Определяют значения Rf аминокислот. Идентифицируют аминокис-



лоты, содержащиеся в анализируемой смеси. 



Задание II Изучение методов идентификации индивидуальных 



аминокислот в растворах по качественным реакциям 



Приготовление 1 %-ного раствора белка для проведения каче-



ственных реакций 



1. Отделяют белок куриного яйца от желтка, считая, что масса белка 



в одном яйце в среднем составляет 30 г, а его концентрация 10 %. 



2. Белок помещают в мерный цилиндр и добавляют девятикратный 



объем дистиллированной воды.  



3. Полученный раствор тщательно перемешивают и фильтруют через 



нейлоновое сито. 



Нингидриновая реакция  



1. В четыре пробирки наливают 2 мл 1 %-ного раствора белка, 2 мл 



0,01 %-ного раствора глицина, 2 мл 0,01 %-ного раствора -аланина и 2 мл 



воды соответственно.  
2. Во все пробирки добавляют по 10 капель 0,1 %-ного раствора нин-



гидрина.  
3. Растворы перемешивают и оставляют в водяной бане при 70 ºС на 5 мин. 
4. Отмечают появление окраски в некоторых пробирках. 



Ксантопреновая реакция 



1. В четыре пробирки наливают 1 мл 1 %-ного раствора белка, 1 мл 



0,01 %-ного раствора триптофана, 1 мл 1 %-ного раствора желатина и 1 мл 



воды соответственно. 



2. Во все пробирки добавляют по 5–6 капель концентрированной азот-



ной кислоты и осторожно нагревают.  



3. После охлаждения в пробирки осторожно (по стенке) приливают из-



быток 10 %-ного раствора NaOH. 



4. Отмечают появление окраски в некоторых пробирках. 



Реакция Фоля 



1. В три пробирки наливают 2 мл 1 %-ного раствора белка, 2 мл 0,02 %-



ного раствора цистеина и 2 мл 1 %-ного раствора желатина соответственно. 



2. Во все пробирки добавляют по 1 мл 10 %-ного раствора NaOH.  



3. Пробирки осторожно нагревают до кипения, кипятят в течение 2 мин. 



4. Далее в каждую пробирку добавляют по 3 капли раствора 



Pb(CH3COO)2. 



5. Отмечают появление окраски в некоторых пробирках. 
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Качественные реакции на триптофан 



Реакция с формальдегидом 



1. В первую пробирку наливают 1 мл 0,01 %-ного раствора триптофана, 



во вторую – 1 мл 1 %-ного раствора белка.  



2. В обе пробирки добавляют по 2 капли раствора формалина. 



3. Затем осторожно по стенке пробирки наслаивают в каждую по 1 мл 



H2SO4(конц.), следя за тем, чтобы жидкости не перемешивались.  



4. Наблюдают окраску растворов на границе соприкосновения жид-



костей. 



Реакция Адамкевича 



1. В первую пробирку вносят 5 капель 0,01 %-ного раствора триптофа-



на, во вторую – 5 капель 1 %-ного раствора белка.  



2. В обе пробирки добавляют по 2 мл концентрированной CH3COOH. 



3. В случае выпадения осадка пробирки осторожно нагревают до его 



растворения, после чего охлаждают. 



4. Затем осторожно по стенке пробирки наслаивают в каждую по 1 мл 



H2SO4(конц.), следя за тем, чтобы жидкости не перемешивались. 



5. Через некоторое время наблюдают окраску растворов на границе со-



прикосновения жидкостей. 



Реакция Гопкинса–Коле 



1. В первую пробирку наливают 1 мл 0,01 %-ного раствора триптофана, 



во вторую – 1 мл 1 %-ного раствора белка. 



2. В обе пробирки добавляют по 1 мл глиоксалевой кислоты и по 



10 капель 0,04 М раствора сульфата меди (II). 



3. Далее в обе пробирки приливают небольшими порциями (по не-



сколько капель) 2 мл концентрированной серной кислоты, охлаждая пробир-



ку каждый раз в ванночке со льдом. 



4. Оставляют на 10 мин. при комнатной температуре и ставят на 5 мин. 



в кипящую водяную баню. 



5. Отмечают появление окраски. 



Реакция с 5-(оксиметил)фурфуролом (реакция Шульце–Распайля) 



1. В первую пробирку наливают 1 мл 0,01 %-ного раствора триптофана, 



во вторую – 1 мл 1 %-ного раствора белка. 



2. В обе пробирки добавляют по 4 капли сахарозы. 



3. Затем осторожно по стенке пробирки наслаивают в каждую по 1 мл 



H2SO4(конц.), следя, чтобы жидкости не перемешивались. 



4. Через некоторое время наблюдают окраску растворов на границе со-



прикосновения жидкостей. 



Качественная реакция на пролин (нингидриновая реакция) 



1. В пробирку к 3 мл 0,01 %-ного раствора пролина добавляют 5 капель 



1 %-ного раствора нингидрина в 95 %-ном ацетоне. 
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2. Содержимое пробирки перемешивают и нагревают на водяной бане 



при 70 °С в течение 5 мин. 



3. Отмечают появление окраски и ее отличие от типичной окраски нин-



гидриновой реакции. 



Качественная реакция на тирозин (реакция Миллона) 



1. В пробирку к нескольким кристаллам тирозина добавляют 5 мл 2,5 %-



ного раствора серной кислоты и перемешивают до полного растворения. 



2. Приливают 1 мл реактива Миллона, встряхивают и оставляют при ком-



натной температуре (для ускорения реакции раствор можно слегка прогреть). 



3. Отмечают появление окраски. 



Качественная реакция на аргинин (реакция Сакагучи) 



1. В пробирку наливают 2 мл 0,01 %-ного раствора аргинина, добавля-



ют 2 мл 10 %-ного раствора NaOH и 5 капель 0,2 %-ного спиртового раство-



ра -нафтола. 



2. Содержимое пробирки хорошо перемешивают, приливают 0,5 мл 



раствора гипобромита (NaBrO) и вновь перемешивают. 



3. Немедленно добавляют 1 мл 40 %-ного раствора мочевины (для ста-



билизации окраски). 



4. Отмечают появление окраски. 



Качественная реакция на гистидин (реакция Паули) 



1. К 1 мл 1 %-ного раствора сульфаниловой кислоты в 5 %-ном раство-
ре соляной кислоты добавляют 2 мл 0,5 %-ного раствора нитрита калия 
(натрия). 



2. Пробирку сильно встряхивают и немедленно добавляют сначала 2 мл 
0,01 %-ного раствора гистидина. 



3. Затем после перемешивания содержимого пробирки приливают 6 мл 
10 %-ного раствора карбоната натрия. 



4. Отмечают появление окраски. 



Качественная реакция на метионин (по Мак-Карти и Салливану) 



1. К 5 мл 0,02 %-ного раствора метионина прибавляют (при помешива-
нии) сначала 1 мл 14,3 М раствора NaOH, а затем 0,3 мл 10 %-ного раствора 
нитропруссида Na.  



2. Смесь нагревают в течение 10 мин. на водяной бане при температуре 
35–40 ºС.  



3. Затем смесь охлаждают 2 мин. в ледяной воде и добавляют при по-
мешивании 5 мл смеси соляной и фосфорной кислот. 



4. Смесь взбалтывают 1 мин. и охлаждают водой комнатной темпера-
туры в течение 10 мин. 



5. Отмечают появление окраски. 



Качественная ракция на глицин (реакция Циммермана) 



1. К 2 мл 0,01 %-ного раствора глицина (рН 8,0) приливают 0,5 мл вод-
ного раствора о-фталевого диальдегида. 
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2. Отмечают появление окраски и выпадение осадка. 



Задание III Освоение методов выявления пептидных связей 



в белках и пептидах 



Биуретовая реакция (обнаружение в молекулах пептидов и белков 



пептидных связей) 



1. В одну пробирку наливают 2 мл 1 %-ного раствора белка, в другую 



2 мл 0,01 %-ного раствора глицина, а в третью – столько же дистиллирован-



ной воды. 



2. Затем в каждую из них вносят по 2 мл 10 %-ного раствора NaOH и 



хорошо перемешивают. 



3. Добавляют по 3 капли 2 %-ного раствора CuSO4. Пробирки встря-



хивают. 



4. Отмечают появление окраски, объясняют различия окрашивания. 



Оформление работы 



К занятию: 



1. Кратко законспектировать теоретический материал по лабораторной 



работе. 



Во время занятия: 



2. Описать этапы лабораторной работы. 



3. Зарисовать результаты хроматографического разделения аминокислот. 



4. Описать результаты выполнения качественных реакций на амино-



кислоты.  



5. Сделать выводы. 
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ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА № 2 



Тема: Простые белки. Физико-химические свойства 



белков 



Цель: Изучение физико-химических свойств белков: опреде-



ление изоэлектрических точек казеина и желатина 



Овладение методом фракционного разделения белков 



высаливанием  



Оборудование и материалы 
 Термостат 



 Пипетки стеклянные на 1 и 5 мл 



 Микропипетки автоматические 



 Цилиндры мерные на 250 и 100 мл 



 Колба емкостью 100 и 250 мл 



 Пробирки стеклянные 



 Штативы для пробирок 



 Бумага фильтровальная 



 Индикаторная бумага универсальная 



 Сито нейлоновое 



 Воронки стеклянные для фильтрации 



Реактивы 
 Яичный белок 



 Буферные растворы, рН 1,0; 3,7; 4,7; 5,7; 9,0 



 Гидроксид натрия (NaOH), 10 %-ный раствор 



 Хлорид натрия (NaCl), крист. 



 Хлорид натрия (NaCl), насыщенный раствор 



 Сульфат аммония ([NH4]2SO4), крист. 



 Сульфат аммония ([NH4]2SO4), насыщенный раствор 



 Сульфат магния (MgSO4), крист. 



 Сульфат меди (CuSO4), 2 %-ный раствор 



 Ацетат свинца (Pb(CH3COO)2), раствор 



 Желатин, порошок, (0,5 и 1 %-ный раствор) 



 Казеин, раствор 



 Уксусная кислота (CH3COOH), 1 %-ный раствор 



 Уксусная кислота (CH3COOH), 10 %-ный раствор 



 Азотная кислота (HNO3), конц., 5 %-ный раствор 



 Серная кислота (H2SO4), конц. 



 Соляная кислота (HCl), конц. 
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 Трихлоруксусная кислота (ТХУ), 5 %-ный раствор 



 Спирт этиловый (C2H5OH), 96 % 



 Ацетон 



 Фенол, насыщенный водный раствор 



 Формалин 



 Пикриновая кислота, насыщенный раствор 



 Таннин, 10 %-ный раствор 



 Гексацианоферрат калия (K3[Fe(CN)6]), 5 %-ный раствор 



 Вода дистиллированная 
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ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 



Белки 



Белки – высокомолекулярные органические вещества, состоящие из 



остатков -аминокислот, связанных между собой пептидными связями. 



Каждый белок характеризуется специфичной аминокислотной последова-



тельностью и индивидуальной пространственной структурой (конформаци-



ей). Размер белка отражает его молекулярная масса (табл. 2.1), которая из-



меряется в дальтонах (Да) или, чаще, из-за относительно большой величины 



молекулы в производных единицах – килодальтонах (кДа).  



Таблица 2.1 



Молекулярная масса наиболее известных белков 



Белок Молекулярная масса (Да) 



Инсулин 5733 



Цитохром С 13 000 



Рибонуклеаза А 13 700 



Миоглобин 16 890 



Химотрипсин 21 600 



Гемоглобин 64 500 



Сывороточный альбумин 68 500 



По составу белки делят на простые и сложные. К простым белкам от-



носят макромолекулы, состоящие только из аминокислот. Сложные белки 



включают не аминокислотные компоненты, такие как гем, производные ви-



таминов, липиды, углеводы, атомы металлов и др. 



Простые белки 



Универсальной системы классификации белков не существует, хотя 



имеется несколько общеупотребимых систем классификации, частично пе-



рекрывающихся между собой. Здесь мы рассмотрим основные принципы 



классификации белков, основанные на их растворимости, форме молекул, 



функциях, физических свойствах и особенностях трехмерной структуры. 



Растворимость 



Простые белки по растворимости в воде и солевых растворах условно 



подразделяются на несколько групп: протамины, гистоны, альбумины, гло-



булины, проламины, глютелины (табл. 2.2). 



Строго установленных границ между отдельными классами простых 



белков не существует. Например, четкое разграничение между альбуминами 



и глобулинами невозможно, если исходить только из их растворимости 



в воде и солевых растворах. Поэтому глобулины дополнительно подразде-



ляют на псевдоглобулины, легко растворимые в воде, и эуглобулины, нерас-



творимые в воде в отсутствие солей.  
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Таблица 2.2 



Растворимость наиболее известных типов белков 



Виды белков Растворимость и функция 



Альбумины Белки с относительно небольшой молекулярной массой, хорошо 



растворимы в воде и в слабых солевых растворах. Осаждаются 



нейтральными солями при 100 %-ном насыщении. Участвуют 



в поддержании осмотического давления крови, транспортируют 



различные вещества. Альбумины присутствуют в сыворотке 



крови, молоке, яичном белке. 



Глобулины  Нерастворимы в воде, растворяются в водных растворах солей. 



Осаждаются в менее концентрированных солевых растворах 



(уже при 50 %-ном насыщении). Распространенные белки, вхо-



дят в состав мышечных волокон, крови, молока, составляют 



большую часть семян бобовых и масличных культур. 



Протамины Проявляют выраженные оснóвные свойства. Хорошо раствори-



мы в воде и слабых кислотах. Содержатся в половых клетках и 



составляют основную массу белка хроматина. Как и гистоны 



образуют комплекс с ДНК, принимают участие в компактиза-



ции ДНК и придают ей химическую устойчивость. 



Гистоны Имеют сравнительно низкую молекулярную массу (12–13 кДа), 



с преобладанием щелочных свойств. Гистоны локализованы 



в клеточных ядрах. Растворимы в слабых кислотах, осаждаются 



аммиаком и спиртом. Не имеют олигомерной организации. 



В условиях in vivo прочно связаны с ДНК, формируя нуклеопро-



теидные комплексы. Регулируют степень доступности ДНК для 



процессов репликации и транскрипции. 



Проламины Растительные белки. Содержатся в клейковине злаковых расте-



ний. Растворимы только в 70 %-ном спирте (это объясняется 



высоким содержанием пролина и неполярных аминокислот). 



Форма молекул 



По форме молекул белки делят на глобулярные и фибриллярные 



(рис. 2.1). Глобулярные белки – это белки, в молекулах которых полипептид-



ные цепи плотно свернуты в компактные шарообразные структуры – глобу-



лы (третичные структуры белка). Глобулярная структура белков обусловле-



на гидрофобно-гидрофильными взаимодействиями. К глобулярным белкам 



относятся ферменты, иммуноглобулины, некоторые гормоны белковой при-



роды (например, инсулин), а также другие белки, выполняющие транспорт-



ные, регуляторные и вспомогательные функции.  



В фибриллярных белках вытянутые полипептидные цепи расположены 



параллельно друг другу, образуя протяженные нити или слои. Большинство 



фибриллярных белков не растворяются в воде. К фибриллярным белкам от-



носят: -кератины – белки, входящие в состав волос, шерсти, перьев, рогов; 



коллаген – белок сухожилий и хрящей; фиброин – белок шелка; актин, мио-
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зин и тубулин – внутриклеточные белки, участвующие в процессах мышеч-



ного сокращения и перемещения клеток.  



 
Рис. 2.1. а) фибриллярный белок коллаген; б) глобулярный белок миоглобин 



Большинство фибриллярных белков обладают особым свойством – 



в формировании их пространственной структуры, кроме слабых взаимодей-



ствий, принимают участие и ковалентные связи непептидной природы, тогда 



как в глобулярных белках основной вклад в стабилизацию конформации 



молекулы вносят слабые нековалентные взаимодействия. 



Функции 



Белки также классифицируют в соответствии с их биологическими 



функциями. К наиболее важным биологическим функциям можно отнести 



следующие: 



1. Каталитическая функция осуществляется белками-ферментами 



(трансферазы, гидролазы, изомеразы, лиазы и др.). Ферменты играют важ-



нейшую роль во всех процессах жизнедеятельности, обеспечивая протекание 



большинства реакций катаболизма и анаболизма клетки и всего организма 



в целом, а также направляя и регулируя обмен веществ. 



2. Структурная функция. Структурные белки отвечают за поддержание 



формы и стабильности клеток и тканей. Основными структурными белками 



межклеточного вещества являются фибриллярные белки.  



К структурным белкам относятся: 



 -кератин – в основном из кератина состоят мертвые клетки орого-



вевающего эпителия и их производные (волосы млекопитающих, рога, ко-



пыта, когти, перья птиц, чешуя рептилий и др.). В живых клетках эпители-



альных тканей кератины образуют промежуточные филаменты; 



 эластин – широко распространенный в соединительной ткани белок, 



особенно в коже, легких и кровеносных сосудах. В эластине большое коли-



чество аминокислотных остатков с неполярными боковыми группами, 



а также содержится аминокислота десмозин, являющаяся производным ли-
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зина. Данные особенности строения обуславливают высокую эластичность 



его волокон; 



 коллаген – белок, составляющий основу соединительной ткани ор-



ганизма (сухожилие, кость, хрящ, дерма и др.) и обеспечивающий ее проч-



ность и эластичность;  



 белки цитоскелета. 



3. Транспортная функция. Транспортные белки участвуют в переносе 



метаболитов, ионов, О2 и других веществ в кровяном русле, во внеклеточных 



тканевых жидкостях, а также в трансмембранном переносе веществ в клетки 



(табл. 2.3). 



Таблица 2.3 



Характеристика ряда белков-переносчиков 



Белки-переносчики Переносимое вещество 



Альбумин Жирные кислоты, билирубин, альдостерон, 



глутатион 



Гемоглобин Кислород, углекислый газ 



Трансферрин Железо 



Церулоплазмин Медь 



Липопротеины Липиды 



Тироксинсвязывающий белок Тироксин 



4. Защитная функция. К защитным белкам относят, прежде всего, бел-



ки, участвующие в иммунной защите организма. К ним относятся имму-



ноглобулины, интерферон, лизоцим. К белкам, выполняющим функцию фи-



зической защиты организма, можно отнести содержащиеся в плазме крови 



фибриноген (фибрин) и протромбин (тромбин), участвующие в процессах 



свертывания крови. 



5. Двигательная функция присуща таким фибриллярным белкам, как ак-



тин и миозин, участвующим в сокращении скелетных мышц. Динеины и кине-



зины участвуют в энергозависимой транспортировке молекул и клеточных 



органелл вдоль микротрубочек. Динеины осуществляют перенос молекул и 



органоидов из периферических областей клетки по направлению к центро-



соме, кинезины действуют в противоположном направлении. Динеины также 



отвечают за движение ресничек и жгутиков эукариотических клеток. 



6. Гормональная функция. Осуществляется такими белками, как инсулин, 



соматотропин (гормон роста), пролактин, тиреотропин, гонадотропин и др. 
7. Рецепторная функция осуществляется белками-рецепторами, вос-



принимающими химические сигналы. Мембранные белки-рецепторы участ-
вуют в трансдукции сигнала с поверхности клетки внутрь. Они регулируют 
функции клеток посредством изменения своей конформации в ответ на свя-
зывание сигнальной молекулы (лиганда), что приводит к активации ряда 
мембранных белков внутри клетки и синтезу т. наз. вторичных посредников 
(мессенджеров). 











37 



8. Регуляторная функция обеспечивается регуляторными белками, ко-



торые регулируют многие процессы внутри клеток (гистоны, белки-



активаторы, белки-репрессоры и др.). 



9. Резервная функция. В организме животных мышечные белки служат 



резервными питательными веществами, которые мобилизуются при крайней 



необходимости. 



Конформация белков 



Для описания пространственной организации белковых молекул ис-



пользуется такое понятие, как конформация. Полипептидные цепи индиви-



дуальных белков за счет взаимодействия функциональных групп аминокис-



лот приобретают определенную пространственную трехмерную структуру, 



называемую конформацией. Конформационная лабильность белков – это 



способность этих биополимеров к небольшим изменениям трехмерной 



структуры за счет разрыва одних и образования других слабых связей и вза-



имодействий в пределах одной молекулы. 



Поскольку конформация белковой молекулы формируется при участии 



хотя и множества, но слабых взаимодействий различной природы, она обла-



дает достаточной подвижностью, так что белок способен изменять ориента-



цию одной части молекулы относительно другой. В зависимости от условий 



внешней среды молекула может существовать в разных конформационных 



состояниях, которые легко переходят друг в друга. Энергетически выгодны-



ми для реальных условий являются только одно или несколько конформаци-



онных состояний, между которыми существует равновесие. Переходы из 



одного конформационного состояния в другое обеспечивают функциониро-



вание белковой молекулы. Эти обратимые конформационные переходы бел-



ков являются естественным физиологическим свойством данных биополи-



меров. Наиболее известной моделью, иллюстрирующей конформационные 



переходы в белках, является изменение состояния гемоглобина при его окси-



генации/дезоксигенации. 



Уровни структурной организации белковых молекул 



Первичная структура белка 



Под первичной структурой белков понимается длинная полипептидная 



цепь с характерной последовательностью аминокислот, соединенных между 



собой пептидной связью. Следовательно, первичная структура белка опре-



деляется тем, какие аминокислоты, сколько и в какой последовательности 



входят в состав полипептидной цепи. Пептидная связь образуется за счет 



взаимодействия -карбоксильной группы одной аминокислоты и -амино-



группы другой аминокислоты.  



В структурных формулах пептидов связь между карбонильным углеро-



дом и атомом азота изображается как одинарная, однако на самом деле эта 



связь носит характер частично двойной связи. Действительно, классическая 











38 



двойная связь между атомами С и О обеспечивала бы свободное вращение 



между атомами С и N в пептидной связи (рис. 2.2). В случае другого крайне-



го варианта: наличие двойной связи между атомами С и N – вращение во-



круг этой связи было бы невозможным, но при этом атомы О и N пептидной 



группы приобретали бы слишком высокие заряды (атом N – положительный, 



а атом О – отрицательный). Истинная электронная плотность между атомами 



С, О и N в пептидной группе имеет промежуточное значение, что является 



достаточным условием, затрудняющим вращение связи С–N, но сохраняю-



щим планарную структуру пептидной связи (рис. 2.2). Поскольку свободное 



вращение вокруг связи С–N невозможно, все четыре атома пептидной связи 



(рис. 2.2) лежат в одной плоскости. 



 
Рис. 2.2. Резонансная стабилизация пептидной связи придает ей характер частично 



двойной, чем объясняется заметная жесткость связи между атомами C и N 



Вращение вокруг остальных связей полипептидного остова, наоборот, 



достаточно свободное. Такая полужесткость структуры имеет важное зна-



чение для формирования более высоких уровней структурной организации 



белковых молекул. 



Вторичная структура 



Этот уровень структурной организации описывает стерические взаимо-
связи между расположенными близко друг к другу аминокислотами. Вто-



ричная структура может быть регулярной (-спираль, складчатый -слой) 
или не обнаруживать признаков регулярности (неупорядоченная конформа-
ция). Тем не менее, во всех случаях в основе формирования вторичной 
структуры лежит образование многочисленных водородных связей между 
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карбонильными кислородами одного остатка аминокислоты и водородом, 
принадлежащим атому азота пептидного остова другой аминокислоты. 



Упорядоченная вторичная структура 



-Спираль 



К основным параметрам, характеризующим -спирализацию полипеп-



тидных цепей, относятся следующие: 



1. -Спираль стабилизируется водородными связями между атомами 



водорода NH-группы пептидной связи и карбонильным кислородом амино-



кислотного остатка, отстоящего от данной пептидной группы на четыре по-



зиции вдоль цепи (рис. 2.3). 



 



Рис. 2.3. Принцип образования водородных связей в -спирали 



2. На один виток -спирали приходится 3,6 аминокислотных остатка и 



шаг спирали составляет 0,54 нм. 



3. В образовании водородных связей участвуют все атомы водорода 



NH-групп и атомы карбонильного кислорода пептидных связей, что обеспе-



чивает максимальную стабильность -спирали и в значительной степени 



снижает гидрофильность -спирализованных участков. 



4. -Спираль образуется самопроизвольно и является наиболее устой-



чивой конформацией полипептидной цепи, отвечающей минимуму свобод-



ной энергии. 



5. Правосторонняя -спираль (рис. 2.4), обычно обнаруживаемая в бел-



ках, отличается намного большей стабильностью, чем левосторонняя. 



6. Стабильность -спирали в значительной степени зависит от аминокис-



лотного состава соответствующего участка полипептидной цепи (табл. 2.4). 



В некоторых белках степень -спирализованности может достигать 



практически 100 %, другие белки вовсе лишены -спиралей. К факторам, 



которые препятствуют образованию -спиралей, относят расположение под-



ряд нескольких одноименно заряженных аминокислотных остатков (элек-



тростатическое взаимное отталкивание) или аминокислот с объемными бо-



ковыми R-группами (пространственное несоответствие). Некоторые амино-



кислоты в силу структурных особенностей своих боковых радикалов не 



способны принимать участие в формировании -спирали, благодаря чему 
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в месте их расположения непрерывность -спирали нарушается. К таким 



аминокислотам относится пролин (атом азота пролина является частью 



жесткой кольцевой структуры, и вращение вокруг связи С–N в кольце стано-



вится невозможным).  



 



Рис. 2.4. Архитектура -спирали. Вид сбоку (а, б) и сверху (в) 



Таблица 2.4 



Влияние различных аминокислот на формирование -спирали 



Стабилизируют Дестабилизируют Препятствуют 



Ala Arg Pro 



Asn Asp Hyp  



Cys Glu  



Gln Gly  



His Lys  



Leu Ile  



Met Ser  



Phe Thr  



Trp   



Tyr   



Val   



Складчатый -слой 



Альтернативная упорядоченная вторичная структура белка – складчатый 



-слой – была предложена Полингом и Кори. В то время как в -спирали по-
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липептидная цепь находится в конденсированном состоянии, в складчатом 



-слое цепи почти полностью вытянуты (рис. 2.5). В тех случаях, когда сосед-



ние полипептидные цепи складчатого -слоя идут в противоположных 



направлениях (за положительное принимается направление от N- к С-концу), 



структуру называют антипараллельной. Когда соседние цепи идут в одном 



направлении, структуру -слоя называют параллельной (рис. 2.5).  



 
Рис. 2.5. Принципы организации антипараллельного и параллельного складчатого 



-слоя 



Области складчатой -структуры присутствуют во многих белках, при-



чем встречается как параллельная, так и антипараллельная формы. В форми-



ровании таких структур могут участвовать от двух до пяти соседних поли-



пептидных цепей. Во многих белках одновременно присутствуют и -спи-



рали, и складчатая -структура. 



Неупорядоченная вторичная структура (конформация клубка) 



Те участки белковой молекулы, которые не относятся ни к спирализо-



ванным, ни к складчатым структурам, обычно называют неупорядоченными. 



В конформации клубка может находиться значительная часть белковой моле-



кулы. Нужно отметить, что с точки зрения биологической значимости неупо-



рядоченные участки белка столь же важны, как -спираль и -структура. 



Третичная структура 



Третичной структурой белковых молекул называется трехмерная про-



странственная организация белка, формирующаяся и стабилизирующаяся за 



счет многих и различных по природе слабых взаимодействий между остат-



ками аминокислот, которые могут располагаться на значительном расстоя-



нии друг от друга в составе полипептидной цепи. К таким взаимодействиям 



относятся солевые мостики, водородные связи, гидрофобные взаимодей-



ствия, а также ковалентные дисульфидные связи (рис. 2.6). 
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Рис. 2.6. Связи и взаимодействия в третичной структуре белка 



Гидрофобные взаимодействия. Неполярные молекулы или части моле-



кул, не способные взаимодействовать с водой, называются гидрофобными. 



К гидрофобным группам относятся алкильные и арильные (ароматические) 



радикалы ряда аминокислот. Гидрофобные радикалы аминокислотных остат-



ков избегают контактов с водным окружением и стремятся собраться вместе 



внутри глобулярной структуры, где они формируют гидрофобное ядро. 



Электростатические взаимодействия. К ним относятся ион-ионные, 



ион-дипольные и диполь-дипольные взаимодействия. Эти ионные связи воз-



никают между разноименно заряженными группами боковых цепей амино-



кислот. Например, при физиологических значениях рН -аминогруппа лизи-



на несет заряд +1, а карбоксильная группа глутаминовой кислоты в составе 



боковой цепи несет заряд 1. Следовательно, боковые радикалы указанных 



аминокислот способны взаимодействовать друг с другом электростатически, 



дополнительно стабилизируя структуру белка за счет образования солевых 



мостиков. 



Дисульфидные мостики. Третичная структура ряда белков может ста-



билизироваться дисульфидными мостиками (–S–S–), образующимися за счет 



ковалентного взаимодействия SH-групп двух остатков цистеина (рис. 2.7). 



Принимающие участие в образовании (–S–S–)-мостиков остатки цистеинов 



могут быть линейно существенно разобщены в полипептидной цепи, однако 



при формировании третичной структуры SH-группы таких остатков цистеи-



на оказываются пространственно сближенными и ковалентно сшивают два 



участка одной полипептидной цепи (или соседних цепей). 











43 



 
Рис. 2.7. Механизм образования S–S-мостиков между SH-группами остатков цистеи-



на линейно разобщенными в полипептидной цепи, но пространственно сближенными 



Водородные связи. В отличие от водородных связей, поддерживающих 



вторичные структуры белков, водородные связи, участвующие в стабилиза-



ции третичной структуры, более разнообразны (рис. 2.8). В этом случае во-



дородные связи образуются:  



 между боковымиR-группами аминокислот; 



 между карбонильными атомами кислорода и атомами амидного во-



дорода, принадлежащими пептидным группам остова; 



 



 
Рис. 2.8. Различные варианты формирования водородных связей 



в третичной структуре белка 
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 между поверхностными остатками полярных аминокислот белка и 



молекулами воды, расположенными в соседних петлях полипептидной цепи; 



 между, например, гидроксильной группой остатка серина в одном 



участке полипептидной цепи и атомом азота в кольце остатка гистидина, 



находящегося в соседней петле той же цепи;  



 между амидной группой глутамина в одном участке полипептидной 



цепи и остатком тирозина в другом участке. 



Четвертичная структура 



Четвертичной (олигомерной) структурой обладают белки, построенные 



из двух и более полипептидных цепей, каждая из которых уложена в соот-



ветствующую третичную структуру. Олигомерная организация белка стаби-



лизируется водородными связями, электростатическими и гидрофобными 



взаимодействиями между аминокислотными остатками, находящимися на 



поверхности индивидуальных полипептидных цепей. Полипептидные цепи, 



соответствующие каждому из олигомеров белка, получили название моно-



меров, или субъединиц. Субъединицы, формирующие четвертичную струк-



туру олигомерного белка, могут быть одинаковыми или разными, другими 



словами они могут иметь одинаковую молекулярную массу и обладать оди-



наковой третичной организацией, а могут отличаться друг от друга по ука-



занным параметрам. В то же время под протомером понимают наименьшую 



повторяющуюся часть олигомера. Многие олигомерные белки состоят из 



двух или четырех субъединиц и называются соответственно димерами или 



тетрамерами (рис. 2.9). Однако довольно часто встречаются олигомеры, со-



держащие более четырех субъединиц. Это особенно характерно для регуля-



торных белков.  



 
Рис. 2.9. Принцип формирования гомоолигомеров 



Олигомерные белки играют особую роль во внутриклеточной регуля-



ции: их протомеры способны циклически (т. е. обратимо) изменять взаим-



ную ориентацию, что приводит к изменению свойств всего олигомера. 



Наиболее изученным примером олигомерного белка является гемоглобин. 
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Роль первичной структуры в формировании более высоких уровней 



структурной организации белков трудно переоценить. Действительно, вто-



ричная и третичная структуры белков, формирующиеся самопроизвольно, 



определяются последовательностью аминокислот в полипептидных цепях. 



Эти процессы детерминируются химическими группами, соединенными 



с -углеродными атомами аминокислотных остатков. Таким образом, можно 



сказать, что не существует независимого генетического контроля по фор-



мированию уровней структурной организации белков выше первичного, по-



скольку первичная структура специфически определяет и вторичную, 



и третичную, и четвертичную структуры. Нативной конформацией белка, 



по-видимому, следует считать термодинамически наиболее устойчивую 



структуру в конкретных условиях. 



Макромолекулярные белковые комплексы 



Полифункциональные макромолекулярные комплексы образуются 



в результате ассоциации функционально разных белков, каждый из которых 



обладает всеми четырьмя уровнями структурной организации. Такое ком-



пактное расположение белков позволяет им более эффективно выполнять 



свои функции. Макромолекулярные комплексы функционируют в системе 



транспорта электронов, участвуют в биосинтезе жирных кислот, метаболиз-



ме пирувата и других синтетических и катаболических путях. 



Физико-химические свойства белков 



Белки представляют собой макромолекулы, содержащие большое коли-



чество кислых и оснóвных функциональных групп. Кислые свойства белка 



определяются, главным образом, присутствием карбоксильных групп дикар-



боновых аминокислот, а также фенольных, гидроксильных и сульфгидриль-



ных групп. Аминные, гуанидиновые, имидазольные и амидные группы амино-



кислот придают белкам оснóвные свойства. На кислотно-щелочные свойства 



белка, в целом, влияет также характер соединения остатков аминокислот 



в белковой молекуле. Обладая одновременно кислотными и оснóвными свой-



ствами, белки образуют биполярные ионы. Важнейшим фактором, определя-



ющим поведение белка как аниона или катиона, является концентрация водо-



родных ионов. Снижение рН среды уменьшает кислотную диссоциацию белка 



и переводит его в катион, и, наоборот, повышение рН понижает щелочную 



диссоциацию и переводит белковые частицы в анионы.  
При определенном значении рН (неодинаковом для различных белков) 



кислотная и щелочная диссоциации уравниваются, в результате суммарный 
заряд белка в целом может стать равным практически нулю. В этих усло-
виях молекула белка находится в изоэлектрическом состоянии и утрачивает 
способность перемещаться в электрическом поле. Значение рН раствора, при 
котором молекула белка находится в изоэлектрическом состоянии, называ-
ется изоэлектрической точкой белка. При значении рН раствора, соответ-
ствующем изоэлектрической точке, белок существует в виде амфотерного 
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иона, несущего суммарные одинаковые по величине положительный и отри-
цательный заряды. Для большинства белков изоэлектрическая точка близка 
к нейтральному значению рН среды, но несколько сдвинута в кислую сторо-
ну. Это объясняется тем, что кислотные свойства белков преобладают над 
щелочными и в растворе с нейтральным рН они реагируют как слабые кис-
лоты. Молекулы таких белков содержат больше дикарбоновых аминокислот, 
чем положительно заряженных. Некоторые белки, наоборот, относительно 
богаче оснóвными аминокислотами, поэтому при нейтральном рН они ведут 
себя как слабые основания. Такие белки (например, гистоны и протамины) 
имеют изоэлектрическую точку в слабощелочном растворе.  



Изоэлектрическая точка зависит от ионной силы и вида используемого 



буфера, т. к. компоненты буферного раствора оказывают существенное влия-



ние на степень ионизации ионогенных групп боковых радикалов аминокислот: 



белок-катион ↔ белок-цвиттерион ↔ белок-анион. 
Растворы белков в изоэлектрической точке наименее устойчивы. В этом 



случае сила отталкивания одноименно заряженных групп, повышающая 
устойчивость белкового раствора, уменьшается, и в качестве основного фак-
тора стабилизирующего раствор белка выступает лишь гидратная оболочка 
биополимера. При этом возрастает спонтанная преципитация белковых моле-
кул, понижающая его растворимость. В таких условиях белки, обладающие 
гидрофобными свойствами (например, казеин), т. е. не имеющие водной обо-
лочки, выпадают в осадок даже без дополнительных воздействий.  



Растворимость белков  



Растворимость белков в воде зависит от всех перечисленных выше 
свойств белков: формы, молекулярной массы, величины заряда, соотношения 
полярных и неполярных функциональных групп на поверхности белка. Кроме 
того, растворимость белка определяется составом растворителя, т. е. наличием 
в растворе других растворенных веществ. Например, некоторые белки легче 
растворяются в слабом солевом растворе, чем в дистиллированной воде. 
С другой стороны, увеличение концентрации нейтральных солей может спо-
собствовать выпадению определенных белков в осадок. Денатурирующие 
агенты, присутствующие в растворе, также снижают растворимость белков. 



Явление денатурации 



Денатурацией называют существенное изменение третичной и вторич-



ной структуры белка, связанное с нарушением, разупорядочиванием некова-



лентных взаимодействий без разрушения ковалентных связей. Данный про-



цесс наблюдается при воздействии различных физических (нагревание) и 



химических (кислоты, ионы тяжелых металлов, спирты и т. д.) факторов на 



растворы белков. При этом белки часто переходят в нерастворимое состоя-



ние вследствие агрегации молекул. В ряде случаев такие изменения являют-



ся обратимыми, и при прекращении воздействия молекулы белка возвраща-



ются в свое исходное состояние. При этом растворимость белков восстанав-



ливается. Такой процесс носит название ренатурации белка. 
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Тепловая денатурация 



Почти все белки денатурируют при нагревании (исключением является, 



например, желатин). Этот процесс носит необратимый характер. Температу-



ра денатурации для разных белков различна. Присутствие солей и концен-



трация водородных ионов играют важную роль в тепловой денатурации бел-



ков. Наиболее быстрая коагуляция наблюдается в изоэлектрической точке 



(для большинства белков это слабокислый раствор). В нейтральных и силь-



нокислых растворах осаждение таких белков происходит значительно хуже, 



а при высоком значении рН вовсе не наблюдается (исключение – оснóвные 



белки). Добавление к раствору белка нейтральных солей облегчает и ускоря-



ет коагуляцию белков при нагревании вследствие дегидратирования белко-



вых молекул. 



Осаждение белков 



В растворе молекулы белка вступают во взаимодействие со многими 



соединениями (кислотами, ионами металлов, спиртами и т. д.), а также кон-



курируют с ними и друг с другом за молекулы растворителя (воды). Во мно-



гих случаях результатом этих процессов является выпадение белков в оса-



док. Осадки белков можно получить путем обратимого или необратимого 



осаждения, изменяя параметры факторов, стабилизирующих молекулы белка 



(температуру, заряд молекулы, величину гидратной оболочки и др.). 



Концентрированные минеральные кислоты (кроме H3PO4) вызывают 



необратимое осаждение белков из растворов, что связано как с дегидратаци-



ей белковых молекул, так и с денатурацией белка. Избыток минеральной 



кислоты, за исключением азотной, растворяет выпавший осадок белка, пол-



ностью разрушая, «сжигая» белок. Поэтому за осаждением белка при ис-



пользовании HCl и H2SO4 наблюдают на границе раздела фаз между белко-



вым раствором и кислотой, где химическое воздействие последней мини-



мально. Азотная кислота не разрушает белки, а модифицирует их, поэтому 



при ее избытке осадок сохраняется и приобретает характерный для нитросо-



единений желтый цвет. 



Белки из растворов могут осаждаться органическими кислотами, одна-



ко разные органические кислоты неодинаково действуют на белок. Трихлор-



уксусная (ТХУ) и сульфосалициловая кислоты являются очень чувствитель-



ными и специфическими реагентами на белок, поэтому находят широкое 



применение в биохимических лабораториях. ТХУ часто применяется для 



полного удаления белков из биологических жидкостей (например, из сыво-



ротки крови). При этом продукты их распада остаются в растворе. Это осо-



бенно важно в тех случаях, когда нужно отдельно определить азот белка и 



азот низкомолекулярных соединений: аминокислот, мочевины и др. (т. наз. 



небелковый азот). После осаждения белка ТХУ легко удаляется из фильтрата 



при кипячении, поскольку она разлагается с образованием летучих соедине-



ний – хлороформа и угольного ангидрида. 











48 



Многие органические растворители осаждают белки из нейтрального 



или слабокислого раствора. При добавлении к водному раствору белка опре-



деленной концентрации спирта или ацетона (осаждающие концентрации 



растворителей различны для разных белков) происходит выпадение белка 



в осадок. Осаждающее действие этих растворителей определяется дегидра-



тацией молекул белка, что ведет к снижению их устойчивости в растворе. 



Если процесс осаждения проводить на холоду и полученный осадок быстро 



отделить от растворителя, то белок может быть снова переведен в раствор 



в водной фазе. Осаждение белков происходит при использовании некоторых 



других органических растворителей, например, фенола или формалина. Дей-



ствие последних вызывает денатурацию белка вследствие дестабилизации 



водородных связей в молекуле полипептида. 
Соли тяжелых металлов (Hg



+2
, Ag



+
, Cu



+2
, Pb



+2
 и др.) вызывают необра-



тимое осаждение белков за счет образования с ними нерастворимых в воде 
комплексов. В этом случае восстановление исходных свойств белков невоз-
можно даже после удаления солей диализом или в результате сильного раз-
бавления системы водой. Поэтому белки часто применяют в качестве проти-
воядия при отравлении, например, солями ртути (сулема). Тем не менее, не-
которые из таких осадков (при действии солей меди, свинца, цинка) 
растворяются в избытке осадителя вследствие адсорбции ионов металлов на 
поверхности белковых частиц: в результате этого белковые молекулы при-
обретают заряд и вновь переходят в раствор. Растворение осадков денатури-
рованных белков при избытке солей тяжелых металлов называется адсорб-
ционной пептизацией. 



Растворы белков могут образовывать осадки при добавлении т. наз. ал-
калоидных реагентов. К последним относят таннин, пикриновую кислоту, 
некоторые другие вещества. Они представляют собой азотистые основания, 
содержащие различные гетероциклы с атомами азота. Способность белков 
осаждаться алкалоидными реагентами объясняется наличием сходных азо-
тистых группировок в белках (имидазольные, пирролидиновые и др.) и 
в алкалоидах. Механизм осаждения белков алкалоидами заключается в обра-
зовании нерастворимых солеобразных соединений с оснóвными азотистыми 
группами. В таких комплексах белок выступает в роли катиона, алкалоид – 
аниона. Поэтому осаждение белков алкалоидами проводят в кислой среде 
(в этом случае молекулы белка перезаряжаются и переходят в состояние ка-
тионов). В щелочной среде осадки растворяются. Протамины и гистоны 
осаждаются в нейтральной среде. 



Высаливание белков 



Процесс высаливания основан на способности ионов солей связываться 



с коллоидными частицами белка и нейтрализовывать их заряд. Также важ-



ным фактором является разрушение гидратной оболочки белков. Из-за раз-



личий в зарядах и размерах разные белки осаждаются разными концентра-



циями солей. Например, глобулины имеют большую молекулярную массу и 



осаждаются 50 % (NH4)2SO4, а альбумины – 100 % (NH4)2SO4 (см. раздел 
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«Ход работы»). Сульфат аммония обладает резко выраженной высаливаю-



щей способностью и осаждает белки, как в нейтральной, так и в слабокислой 



среде. Другие соли, например, хлорид натрия или сульфат магния, вызывают 



полное осаждение белков только при подкислении раствора. Высаливание 



белков является обратимым процессом. При уменьшении концентрации соли 



в растворе (например, при добавлении воды) происходит растворение вы-



павшего осадка белка.  



Контрольные вопросы 



1. Системы классификации белков. 



2. Белки: основной принцип строения.  



3. Функции белков. 



4. Уровни структурной организации белка. Надмолекулярные белковые 



комплексы. 



5. Физико-химические свойства белков. Денатурация, осаждение и вы-



саливание белков. 
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ХОД РАБОТЫ 



Цель: Изучение физико-химических свойств белков: опре-



деление изоэлектрических точек казеина и желатина. 



Овладение методом фракционного разделения белков 



высаливанием 



Задание I Определить изоэлектрические точки белков 



Определение изоэлектрической точки желатина по минимуму 



набухания 



1. В три пробирки вносят по 0,2 г порошка желатина. 



2. В первую пробирку наливают 1 мл буферного раствора с рН 1,0, во 



вторую – с рН 4,7, а в третью – с рН 9,0. 



3. Пробирки осторожно встряхивают и оставляют на 1 ч. 



4. Затем определяют высоту геля в пробирках.  



5. Зарисовывают результаты, делают вывод о численном значении изо-



электрической точки желатина. 



Определение изоэлектрической точки желатина по мутности (по 



коагуляции) 



1. В три пробирки наливают по 0,5 мл буферных растворов с рН 3,7; 



4,7; 5,7. 



2. Затем в пробирки добавляют по 0,5 мл 0,5 %-ного раствора желатина. 



3. Далее во все пробирки приливают по 1 мл этилового спирта. 



4. Наблюдают коагуляцию желатина (образование мутности) в одной из 



пробирок. 



5. Записывают и объясняют результаты. 



Определение изоэлектрической точки казеина по мутности (по 



коагуляции) 



1. В три пробирки наливают по 1 мл буферных растворов с рН 3,7; 4,7; 5,7. 



2. Затем в пробирки добавляют по 1 мл золя казеина. 



3. Через 10 мин. наблюдают максимальную коагуляцию казеина (наи-



большее помутнение) в одной из пробирок. 



4. Сравнивают полученные результаты с изоэлектрической точкой же-



латина. 



5. Делают вывод о факторах, обеспечивающих устойчивость казеина. 



Задание II Изучение реакций осаждения белков в присутствии ор-



ганических и неорганических соединений  



Осаждение белков при нагревании 



1. В пять пробирок наливают по 2 мл 1 %-ного раствора яичного белка. 



2. Содержимое 1-й пробирки нагревают. 



3. Во 2-ю пробирку добавляют каплю 1 %-ного CH3COOH и нагревают.  
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4. В 3-ю пробирку добавляют 0,5 мл 10 %-ного CH3COOH и нагревают.  



5. В 4-ю пробирку добавляют 0,5 мл 10 %-ного CH3COOH, несколько 



капель насыщенного раствора NaCl и нагревают.  



6. В 5-ю пробирку добавляют 0,5 мл 10 %-ного раствора NaOH и 



нагревают. 



7. Наблюдают, записывают и объясняют результаты. 



Осаждение белков концентрированными минеральными кислотами 



1. В три сухие пробирки наливают по 2 мл концентрированных азот-



ной, соляной и серной кислот.  
2. Наклонив каждую пробирку, осторожно по стенке приливают в нее 



по 0,5 мл 1 %-ного раствора яичного белка так, чтобы он не смешивался 
с кислотой.  



3. Наблюдают появление белого аморфного осадка на границе двух 



жидкостей.  



4. Все пробирки встряхивают.  



5. Наблюдают, записывают и объясняют результаты. 



Осаждение белков органическими кислотами 



1. В пробирку наливают 2 мл раствора белка и добавляют несколько 



капель 5 %-ного раствора трихлоруксусной кислоты (ТХУ).  



2. Наблюдают, записывают и объясняют результат. 



Осаждение белков спиртом 



1. В пробирку наливают 1 мл раствора белка, добавляют 2 мл C2H5OH и 



взбалтывают.  



2. Наблюдают, записывают и объясняют результат. 



Осаждение белков ацетоном 



1. В пробирку наливают 1 мл раствора белка, добавляют осторожно по 



стенке пробирки 0,5 мл ацетона.  



2. Наблюдают, записывают и объясняют результат. 



Осаждение белков фенолом и формалином 



1. В две пробирки наливают по 1 мл раствора белка. 



2. Далее в первую пробирку добавляют 1 мл насыщенного водного рас-



твора фенола, а во вторую – 1 мл формалина.  



3. Наблюдают, записывают и объясняют результаты. 



Осаждение белков солями тяжелых металлов 



1. В две пробирки наливают по 1 мл раствора белка. 



2. Далее в первую пробирку медленно, по каплям при встряхивании до-



бавляют раствор сульфата меди, а во вторую – раствор ацетата свинца. 



3. Наблюдают появление осадков. 



4. Затем в каждую пробирку добавляют соответствующий раствор 



в избытке. 



5. Наблюдают, записывают и объясняют результаты. 
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Осаждение белков реактивами на алкалоиды 



1. В три пробирки наливают по 1 мл раствора белка. 



2. Растворы подкисляют 2 каплями 1 %-ного раствора уксусной кисло-



ты (в каждую пробирку). 



3. В первую пробирку добавляют 5 капель насыщенного раствора пик-



риновой кислоты. 



4. Во вторую – 5 капель 10 %-ного раствора таннина. 



5. В третью – 3 капли 5 %-ного раствора HCl, а затем 5 капель 5 %-



ного раствора гексацианоферрата калия, взбалтывая после добавления каж-



дой капли.  



Задание III Фракционирование альбуминов и глобулинов яичного 



белка методом дифференциального высаливания 



Разделение альбуминов и глобулинов яичного белка с использовани-



ем сульфата аммония 



1. К 1 мл неразбавленного яичного белка приливают 6 мл воды.  



2. Для растворения образовавшегося небольшого белого хлопьевидного 



осадка глобулинов в эту пробирку приливают несколько капель насыщенно-



го раствора сульфата аммония.  



3. К 7 мл данного раствора яичного белка приливают равный объем 



насыщенного раствора сульфата аммония.  



4. Наблюдают выпадение осадка глобулинов, который удаляют филь-



трованием.  



5. К фильтрату добавляют кристаллический сульфат аммония до пол-



ного насыщения.  



6. Выпавший при этом осадок альбуминов также отфильтровывают.  



7. С фильтратом проделывают пробу на полноту осаждения белка с по-



мощью 5 %-ного ТХУ. 



Обратимость высаливания 



1. К 2 мл 1 %-ного раствора белка приливают 2 мл насыщенного 



раствора сульфата аммония.  



2. Далее в пробирку наливают 4 мл воды и встряхивают. 



3. Наблюдают, записывают и объясняют результаты. 



Разделение альбуминов и глобулинов яичного белка с использовани-



ем хлористого натрия и сернокислого магния 



1. В две пробирки наливают по 3 мл белка.  



2. Прибавляют до полного насыщения в одну пробирку тонко измель-



ченный NaCl, в другую – MgSO4. 



3. Отфильтровывают появившиеся через несколько минут осадки 



глобулинов. 



4. К фильтратам прибавляют по 5 капель 1 %-ного раствора уксусной 



кислоты. 
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5. Наблюдают выпадение альбуминов, отфильтровывают осадок. 



6. Фильтрат проверяют на отсутствие белка при помощи биуретовой 



реакции. 



Оформление работы 



К занятию: 



1. Кратко законспектировать теоретические материалы к лабораторной 



работе. 



Во время занятия: 



2. Описать этапы работы. 



3. Описать результаты.  



4. Сделать выводы. 
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ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА № 3 



Тема: Сложные белки. Методы выделения белков в гомо-



генном состоянии. Количественное определение бел-



ка. Определение белка неизвестной концентрации 
Цель: Овладение методиками и подходами, используемыми 



при выделении и очистке белков 



Овладение методами количественного определения бел-



ка в биологическом материале: биуретовый метод, мето-



ды Лоури и Бредфорд 



Оборудование и материалы 
 Спектрофотометр SOLAR 



 Центрифуга К-24 



 Центрифуга настольная 



 Кюветы стеклянные 



 Термостат 



 Баня песочная 



 Пипетки стеклянные на 1 и 5 мл 



 Микропипетки автоматические 



 Цилиндры мерные на 250 и 100 мл 



 Колбы емкостью 250 и 100 мл 



 Пробирки 



 Штативы для пробирок 



 Бумага фильтровальная 



 Индикаторная бумага универсальная 



 Бумага миллиметровая 



Реактивы 
 Молоко 



 Кровь цельная 



 Биуретовый реактив 



 Реактив Брэдфорд 



 Раствор А (2 %-ный Na2CO3 в 0,1 М NaOH) 



 Раствор Б (0,5 %-ный CuSO4·5Н2О в 1 %-ном тартрате натрия (или 



калия)) 



 Коммерческий реактив Фолина 



 Бензидин, раствор 



 Перекись водорода (Н2О2), 3 %-ный раствор 



 Молибденовый реактив: молибдат аммония ([NH4]2MoO4), 15 %-ный 



раствор / HNO3 (конц.) в отнош. 110 / 90 
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 Гидроксид натрия (NaOH), 5 М раствор 



 Карбонат натрия (Na2CO3), 0,1 %-ный раствор 



 Сульфат аммония ([NH4]2SO4), насыщенный раствор 



 Эфир диэтиловый 



 Спирт этиловый, 96 % 



 Спирт метиловый 



 Хлороформ 



 Уксусная кислота, ледяная, 0,1 %-ный раствор 



 Азотная кислота (HNO3), конц. 



 Серная кислота (H2SO4), конц., 10 М раствор 



 Стандартные растворы белка (БСА) № 1, 2, 3 



 Растворы белка разных концентраций (исследуемые образцы) 



 Вода дистиллированная 
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ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 



Сложные белки  



Сложные белки состоят из полипептидных цепей, построенных из ами-



нокислот, а также включают компоненты не аминокислотной природы, 



представленные кофакторами и простетическими группами. В зависимости 



от химической природы простетической группы сложные белки делят на 



несколько классов: хромопротеиды, гликопротеиды, липопротеины, метал-



лопротеиды, фосфопротеиды, нуклеопротеиды. 



Хромопротеиды представляют собой сложные белки, состоящие из бел-



ковой части и связанного с ней окрашенного небелкового компонента – про-



стетической группы. Различают железопорфирины, или гемопротеиды (со-



держат в качестве простетической группы гем), магнийпорфирины и флаво-



протеиды. Хромопротеиды участвуют в таких процессах жизнедеятельности, 



как транспорт кислорода и углекислого газа, клеточное дыхание, окислитель-



но-восстановительные реакции, фотосинтез, свето- и цветовосприятие.  



Гликопротеиды – это сложные белки, простетическая группа которых 



представлена углеводами. Углевод соединяется с белковой частью ковалент-



ными связями. В присоединении углеводного фрагмента принимают участие 



OH-группы остатков серина или треонина. Этим белкам принадлежит важ-



ная роль в структурной организации клеток и тканей, они также выполняют 



защитные функции (к гликопротеидам относятся иммуноглобулины).  



Липопротеины. Простетической группой липопротеинов являются ли-



пиды. Такие липид-белковые комплексы обеспечивают транспорт липидов 



в крови, липопротеины являются компонентами биологических мембран. 



В образовании липопротеинов принимают участие гидрофобные или ионные 



взаимодействия, возникающие между белковой частью молекулы липопро-



теина и липидом. 



Металлопротеиды. В данных белках простетическая группа представ-



лена металлом. Эти сложные белки транспортируют или участвуют в депо-



нировании соответствующих ионов металлов. В составе металлопротеидов 



простетическая группа образует с аминокислотными радикалами белка ко-



ординационные связи. К наиболее известным представителям металлопро-



теидов относятся: а) ферритин, содержащий до 20 % трехвалентного железа, 



выполняет функцию депо железа в организме. Основное количество ферри-



тина содержится в печени и селезенке. Некоторая часть этого белка находит-



ся в плазме крови; б) трансферрин содержит около 0,13 % железа и выпол-



няет роль переносчика железа, которое в молекуле белка непрочно связано 



с ОН-группой тирозина. Каждая молекула трансферрина связывает два иона 



двухвалентного железа. К металлопротеидам относят также ряд ферментов, 



в которых атом металла входит в состав активного центра и непосредствен-



но участвует в выполнении катализа. Примерами таких металлопротеидов 



являются цинк содержащая карбоксипептидаза А, медь содержащая цито-
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хромоксидаза, использующая для катализа селен глутатионпероксидаза, ми-



тохондриальная форма супероксиддисмутазы, включающая ион марганца, 



цитозольная форма этого фермента, включающая медь или цинк. 



Фосфопротеиды. Простетической группой этих сложных белков явля-



ется остаток ортофосфорной кислоты. Примерами ферментов, содержащих 



в активном центре остаток ортофосфорной кислоты, который принимает 



непосредственное участие в катализе, являются фосфоглюкомутаза, обеспе-



чивающая образование глюкозо-6-фосфата из глюкозо-1-фосфата, фосфо-



глицеромутаза, превращающая 3-фосфоглицерат в 2-фосфоглицерат, и 



дифосфоглицеромутаза, обеспечивающая образование 2,3-дифосфоглицера-



та из 1,3-фосфоглицерата и 3-фосфоглицерата.  



Присоединение или отщепление остатков фосфорной кислоты харак-



терно для процессов фосфорилирования и дефосфорилирования белков, ко-



торые играют важную роль в системах регуляции метаболических путей. 



Этот механизм позволяет контролировать активность ряда жизненно важных 



ферментов. Примером может служить первый фермент, участвующий в мо-



билизации гликогена, – гликогенфосфорилаза, которая обеспечивает фосфо-



ролиз данного полисахарида в печени. Фосфорилирование одного из остат-



ков серина обеспечивает активацию этого фермента, при отщеплении фос-



фатной группы происходит его инактивация. Во многих случаях цикл 



фосфорилирования/дефосфорилирования белков зависит от функции аде-



нилатциклазной системы. Любое воздействие сАМР на такие процессы, как 



стероидогенез, секреция, транспорт ионов, метаболизм углеводов и жиров, 



индукция ферментов, регуляция транскрипции генов, рост и деление клеток 



регулируется активностью специфических протеинкиназ или специфических 



протеинфосфатаз либо доступностью субстратов для фосфорилирования. 



Многие белки, в том числе казеин, гистоны и протамины могут также под-



вергаться фосфорилированию. 



Нуклеопротеиды. Простетическая группа у таких белков – нуклеиновая 



кислота. Различают дезоксирибонуклеопротеины (простетическая группа – 



ДНК) и рибонуклеопротеины (простетичесая группа – РНК). Им принадлежит 



важная роль в хранении, передаче и реализации генетической информации. 



Между белком и молекулой нуклеиновой кислоты образуются ионные связи. 



Выделение казеина 



Наиболее доступным для изучения фосфопротеидом является белок 



молока – казеин. Вследствие присутствия фосфатной группы он обладает 



кислыми свойствами и в молоке находится в виде кислой кальциевой соли. 



Чаще всего казеин выделяют путем подкисления молока. Эта процедура ос-



нована на том, что казеин является гидрофобным белком, лишенным гид-



ратной оболочки, поэтому в изоэлектрической точке (слабокислая среда) он 



становится крайне нестабильным и выпадает в осадок (см. лабораторную 



работу № 2). 
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Определение фосфорной кислоты в казеине 



Обнаружение фосфорной кислоты в белках, в том числе в составе казе-



ина можно осуществить с использованием молибдата аммония или магнези-



альной смеси. 



Фосфорная кислота образует с молибденовым реактивом желтый кри-



сталлический осадок фосфорномолибденовокислого аммония: 



H3PO4 + 12 (NH4)2MoO4 + 21 HNO3 → (NH4)3PO4·12MoO3 +  



+ 21 NH4NO3 + 12 H2O. 



Реакция с магнезиальной смесью основана на образовании кристалли-



ческого осадка фосфата магний-амония MgNH4PO4 в ходе двух последова-



тельных реакций: образования фосфата аммония и взаимодействия данной 



соли со смесью хлорида магния и хлорида аммония. 



Гемопротеиды 



Гемсодержащие белки участвуют в процессах транспорта электронов, 



транспорта кислорода, фотосинтеза. Классическими представителями слож-



ных белков этой группы являются миоглобин и гемоглобин. На примере этих 



гемопротеидов можно четко проследить связь между структурой и функци-



ей глобулярных белков. Данные гемопротеиды содержат в качестве простети-



ческой группы гем – циклический тетрапиррол, включающий атом железа, 



присутствие которого объясняет красный цвет данных белков и их способ-



ность запасать кислород (миоглобин) или обеспечивать его транспорт (гемо-



глобин). Тетрапирролы состоят из четырех молекул пиррола (рис. 3.1), свя-



занных между собой четырьмя -метиновыми мостиками, что обеспечивает 



образование плоской (планарной) кольцевой структуры, несущей в опреде-



ленных положениях соответствующие заместители. 



 
Рис. 3.1 Структурная формула пиррола 



В тетрапиррольных структурах могут присутствовать разные -замес-



тители, представленные метильными (М), винильными (V) и пропионатны-



ми (Pr) группами. Например, в составе гема указанные заместители распо-



ложены в следующем порядке: M, V, M, V, M, Pr, Pr, M (рис. 3.2). 



В центре плоского тетрапиррольного кольца находится один атом же-



леза в ферро-(Fe
2+



)-состоянии. Похожие по строению простетические груп-



пы, содержащие ионы металлов, обнаруживают и в других белках: цитохро-



мах, хлорофилл-содержащих белках (Mg
2+



) и некоторых ферментах, напри-



мер, каталазе, триптофанпирролазе и др. В цитохромах происходит 



циклическое окисление и восстановление атома железа (Fe
2+



 ↔ Fe
3+



), игра-
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ющее определяющую роль в их функционировании. Напротив, окисление 



Fe
2+



 до Fe
3+



 в миоглобине или гемоглобине сопровождается потерей их био-



логической активности. 



 
Рис. 3.2. Структура гема 



Миоглобин 



Миоглобин, содержащийся в клетках скелетных мышц, запасает кислород 



в связанном состоянии и способствует его передаче в митохондрии, которые 



в процессе окисления поступающих в клетку питательных веществ кислород 



потребляют и генерируют АТР, необходимый для мышечного сокращения. 



Миоглобин в пять раз быстрее, чем гемоглобин связывает кислород (другими 



словами имеет более высокое сродство к кислороду, чем гемоглобин). 



Миоглобин состоит из единичной полипептидной цепи, состоящей из 



153 аминокислотных остатков и одной гемо-группы (рис. 3.3). В результате 



проведенного рентгеноструктурного анализа было сделано несколько важ-



ных выводов относительно организации молекулы этого гемопротеида: 



1. 75 % полипептидной цепи находится в конформации -спирали (все 



-спирализованные участки являются правозакрученными). Обнаружено 



8 основных участков спирализации, которые обозначены первыми буквами 



латинского алфавита: А, B, C, D, E, F, G и H. Спирализованные участки раз-



делены 5 неспирализованными участками; такие же неспирализован-ные 



области находятся на концах цепи. 



2. Молекула миоглобина настолько компактна, что внутри нее может 



уместиться всего четыре молекулы воды. 



3. Все полярные радикалы, за исключением двух (два остатка гистиди-



на принимают участие в связывании кислорода), расположены на внешней 



поверхности молекулы. 



4. Большая часть гидрофобных радикалов расположена внутри молеку-



лы миоглобина и таким образом защищена от соприкосновения с водой. 
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5. Каждый из четырех остатков пролина в молекуле миоглобина нахо-



дится в месте изгиба полипептидной цепи. В других местах изгиба или по-



ворота цепи расположены остатки серина, треонина и аспарагина. 



 
Рис. 3.3. Пространственная модель молекулы миоглобина 



Гемоглобин 



Гемоглобины – это структурно-родственные белки эритроцитов позво-



ночных, выполняющие две важные биологические функции: 1) перенос О2 



из легких к периферическим тканям; 2) перенос СО2 и протонов от перифе-



рических тканей к дыхательным органам для последующего выделения из 



организма. Гемоглобины представляют собой тетрамерные белки, молекулы 



которых образованы попарно ассоциированными разными типами полипеп-



тидных цепей, которые обозначаются буквами , , , , S и др. В состав тет-



рамерной молекулы входят по две цепи двух разных типов. Гемоглобин 



взрослого человека, обозначаемый А1, состоит из двух - и двух -цепей. Их 



длина примерно одинакова – -цепь содержит 141 остаток, а -цепь – 146. 



В молекуле гемоглобина гем расположен в щели между двумя -спира-



лизованными участками каждой цепи (рис. 3.4).  



Пропионатные группы гема ориентированы к поверхности глобулы, 



а другие заместители обращены внутрь глобулы и окружены неполярными 



(гидрофобными) аминокислотными остатками. Исключение составляют два 



остатка гистидина – проксимальный и дистальный, которые расположены 



вблизи атома железа. Причем атом азота гетероциклического кольца прок-



симального гистидина связан пятой координационной связью с атомом же-



леза (четыре другие связи атом железа образует с азотами пиррольных колец 



гема). В норме дистальный гистидин не взаимодействует с атомом железа, 



который предназначен для связывания молекулы кислорода.  
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Рис. 3.4. Структура гемоглобина человека 



Свойства индивидуальных гемоглобинов определяются их олигомер-



ной организацией. Наиболее изученными гемоглобинами являются:  



гемоглобин взрослого человека – HbA1, имеющий структуру 22. 



В эритроцитах здорового взрослого человека гемоглобин А1 является основ-



ным вариантом гемоглобина и составляет в норме почти 97 % от общего ге-



моглобина эритроцитов. На долю минорного гемоглобина взрослого человека 



HbA2, представленного тетрамером 22, приходится около 3 %; 



фетальный гемоглобин HbF, состоящий из цепей 22, присутствует и 



в крови взрослого человека, но в норме его содержание не превышает 1 % от 



общего количества гемоглобина крови взрослого и определяется в 1–7 % от 



общего числа эритроцитов крови. Однако у плода эта форма гемоглобина 



является доминирующей; 
серповидноклеточный гемоглобин HbS относится к мутантным гемо-



глобинам. Этот особый мутантный вариант гемоглобина, образующийся 
у больных с серповидно-клеточной анемией, в отличие от нормальной фор-
мы гемопротеида, растворенной в цитоплазме эритроцита, склонен к кри-
сталлизации в красных кровяных клетках in vivo. В гемоглобине S по срав-
нению с нормальным гемоглобином Α в β-цепях имеется единичная амино-
кислотная замена: в 6-й позиции нормальной β-цепи глобина L-глу-
таминовая кислота замещена на L-валин. Поскольку валин имеет 
неполярный радикал, располагающийся на поверхности молекулы, в резуль-
тате этой замены растворимость гемоглобина резко падает. Общая формула 



тетрамеров гемоглобина S записывается как 2S2. 
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Четвертичная (олигомерная) структура наделяет гемоглобин важными 



особенностями, которые способствуют выполнению его уникальной биоло-



гической функции и обеспечивают возможность строгой регуляции его 



свойств.  



Выделяют пять форм гемоглобина: 1) оксигемоглобин; 2) дезокси-



гемоглобин; 3) карбоксигемоглобин; 4) карбгемоглобин; 5) метгемоглобин. 



Оксигемоглобин (oxyhemoglobin) – форма гемоглобина, образующаяся 



в результате его оксигенации, т. е. присоединения к каждому гему молекулы 



кислорода. Такая способность обусловлена присутствием двухвалентного 



иона железа в геме. Образование оксигемоглобина сопровождается конфор-



мационной перестройкой молекулы гемоглобина. 



Карбоксигемоглобин (carboxyhemoglobin) – трудно диссоциирующее 



соединение гемоглобина и угарного газа. Переизбыток в крови карбоксиге-



моглобина приводит к кислородному голоданию, т. к. угарный газ, прочно 



связанный с гемоглобином, лишает его возможности присоединять к себе 



кислород. 
Карбгемоглобин (carbhemoglobin) – соединение гемоглобина с углекис-



лым газом (СО2), участвует в обмене СО2 в организме животных и человека. 
Гемоглобин не только переносит кислород от легких к периферическим тка-
ням, но и ускоряет транспорт СО2 от тканей к легким. Данный гемопроте-
ид связывает СО2 сразу же после высвобождения кислорода, при этом при-
мерно 15 % СО2, присутствующего в крови, переносится молекулами гемо-
глобина. Этот процесс зависит от присутствующей в эритроцитах 
карбоангидразы, которая катализирует превращение поступающего из тка-
ней СО2 в угольную кислоту. Последняя быстро и спонтанно диссоциирует 
на бикарбонат-ион и протон: 



.



 



Для предотвращения опасного понижения рН в крови должна суще-



ствовать буферная система, способная поглощать избыток протонов. Эту 



функцию также выполняет гемоглобин, который связывает два протона на 



каждые четыре освободившиеся молекулы кислорода и, тем самым, опреде-



ляет буферную емкость крови.  



В легких идет обратный процесс: присоединение кислорода к дезокси-



гемоглобину сопровождается высвобождением протонов, которые связыва-



ются с бикарбонат-ионами с образованием угольной кислоты. Эффективно 



действующая карбоангидраза катализирует превращение угольной кислоты 



в углекислый газ, выдыхаемый из легких.  



Окисление ферро-(Fe
2+



)-формы железа гема в ферри-(Fe
3+



)-форму при-



водит к образованию метгемоглобина – функционально неактивной формы 



гемоглобина, лишенной возможности связывать кислород. Обычно в эрит-
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роцитах накапливается до 1 % метгемоглобина в сутки, что связанно с обыч-



ным процессом автоокисления оксигемоглобина. Восстановление гемового 



железа до ферро-(Fe
2+



)-формы осуществляется NADH-метгемоглобинредук-



тазой, которая ответственна за поддержание низкого уровня физиологиче-



ски неактивной формы гемоглобина в красных кровяных клетках. Вторым 



продуктом автоокисления гемоглобина являются высокоактивные суперок-



сидные анионы – О2
•
¯, которые служат субстратом для супероксиддисмута-



зы, обеспечивающей прерывание цепи генерирования свободных радикалов 



в эритроцитах. 



Выделение гемоглобина 



Гемоглобин является наиболее доступным для лабораторного изучения 
гемопротеидом. Этот белок выделяют из эритроцитов после их лизиса при 
добавлении дистиллированной воды, эфира или толуола. В гипотонической 
среде эритроциты набухают, лизируются и гемоглобин переходит в водный 
раствор. Эфир способствует растворению липидной оболочки эритроцитов, 
что облегчает выход их содержимого в раствор. Отделение белков плазмы 
достигается их осаждением полунасыщенным раствором сульфата аммония. 
После центрифугирования раствора и удаления осадка в супернатанте про-
исходит медленная кристаллизация гемоглобина, которую осуществляют 
в течение длительного времени (около суток) на холоду. 



Цитохромы 



Цитохромы – сложные железосодержащие белки, относящиеся к гемо-
протеидам, простетическая группа которых представлена гемом. Цитохромы 
широко распространены в растительных и животных клетках и микроорга-
низмах (дрожжах, аэробах и некоторых факультативных анаэробах) и связа-
ны с мембранами митохондрий, эндоплазматического ретикулума, хлоро-
пластов и хроматофоров. Они играют важную роль во многих процессах, 
протекающих в живых организмах, – клеточном дыхании, фотосинтезе, мик-
росомальном окислении. Все цитохромы способны отдавать и принимать 
электрон путем обратимого изменения валентности атомов железа, входя-
щих в состав гема. Объединенные в короткие или длинные цепи (в зависи-
мости от величины потенциала конечного акцептора электронов) цитохромы 
переносят электроны от дегидрогеназ к конечным акцепторам. Передача 
электронов от цитохрома к цитохрому позволяет клетке использовать энер-
гию химических соединений или солнечного света в энергетических или 
пластических целях. Так, в составе цепи дыхательных ферментов митохон-
дрий цитохромы при участии цитохромоксидазы осуществляют конечные 
этапы окисления субстратов кислородом. Освобождающаяся при этом энер-
гия утилизируется для образования АТР или в виде мембранного потенциа-
ла. Цитохромы эндоплазматического ретикулума являются частью системы, 
осуществляющей обмен и обезвреживание ароматических соединений-
ксенобиотиков. 



По спектральным характеристикам, химическому строению боковых 
цепей гема и природе связи гема с белковой частью этих гемопротеидов ци-
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тохромы подразделяют на 4 типа: а, b, с, d. Каждый из них, в свою очередь, 
включает несколько видов цитохромов, например, цитохром c1. В восста-
новленном состоянии абсолютные спектры цитохромов имеют три выра-
женные полосы поглощения, характерные для каждого типа цитохромов и 
позволяющие определять их содержание методом спектрофотомерии. Полу-
чение высокоочищенных цитохромов затруднено тем, что они прочно связа-
ны с мембранами и отделяются только при обработке поверхностно-
активными веществами или протеолитическими ферментами. Исключение 
составляют цитохромы b3 и с (рис. 3.5), легко экстрагируемые из мембран 
солевыми растворами. 



 
Рис. 3.5. Структура цитохрома с 



Качественная реакция на гемовую группу. Бензидиновая проба 



При добавлении к дефибринизированной крови растворов бензидина и 



Н2О2 развивается окраска от зеленого до синего тона, что связано с окисле-



нием бензидина пероксидом водорода в присутствии гемоглобина.  



 



В обычных условиях эта реакция идет крайне медленно, но под дей-



ствием катализаторов – мгновенно. Гем обладает каталитической активно-



стью, резко ускоряющей окисление бензидина в присутствии Н2О2. Реакция 



очень чувствительна и под названием бензидиновой пробы на кровь исполь-



зуется в судебно-медицинской экспертизе. 
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Методы количественного определения белка 



Для количественного определения белка в препаратах применяют хи-



мические, физические и биологические методы. Наиболее распространен-



ным химическим методом количественного определения белков является 



колориметрический (спектрофотометрический) метод. Он основан на изме-



рении интенсивности окраски, развивающейся при взаимодействии белков 



с тем или иным специфическим реагентом. Колориметрия является основой 



для количественного определения белка биуретовым методом, а также мето-



дами Лоури и Брэдфорд. 



Биуретовый метод определения белка является достаточно точным 



в тех случаях, когда содержание белка в исследуемом образце достаточно 



велико (не ниже нескольких мг/мл). Специфичность данного метода заклю-



чается в том, что биуретовый реагент выявляет пептидные связи (см. лабора-



торную работу № 1). Биуретовая реакция чувствительна к температуре. Ее 



повышение увеличивает скорость развития окраски. Поэтому для получения 



воспроизводимых результатов, при количественном определении белка би-



уретовым методом, анализируемые пробы необходимо инкубировать при 



одной и той же температуре.  



Метод Лоури долгое время был наиболее распространенным методом 



количественного определения белка в силу своей высокой чувствительности. 



В основе метода лежат две цветные реакции на белок: биуретовая реакция и 



реакция Фолина на остатки тирозина и цистеина в белковой молекуле. По-



этому метод Лоури позволяет осуществлять определение белков в сильно 



разбавленных растворах, где их количество выражается десятками микро-



граммов. 



Метод Брэдфорд, в отличие от двух предыдущих, является самым 



точным и чувствительным. Он основан на способности красителя – Кумасси 



бриллиантового синего G-250 – существовать в двух цветовых формах: 



красной и синей. В результате взаимодействия с белком красная форма кра-



сителя приобретает синее окрашивание за счет образования комплекса бе-



лок-краситель. Комплекс протеин-краситель имеет высокий коэффициент 



экстинкции, определяющий высокую чувствительность метода. Другим 



важным преимуществом метода Брэдфорд является быстрое развитие окрас-



ки (около 2 мин.), поэтому весь анализ занимает непродолжительное время. 



Метод удобен для серийных анализов и адаптирован к автоматическим ана-



лизаторам. 



Спектрофотометрический метод основан на способности аромати-



ческих аминокислот (фенилаланина, тирозина и триптофана) поглощать уль-



трафиолетовый свет при 280 нм. Поскольку белки отличаются по содержа-



нию ароматических аминокислот, их поглощение в ультрафиолетовой обла-



сти спектра может сильно различаться. Измеряя величину оптической 



плотности при этой длине волны, определяют количество белка в растворе.  
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Контрольные вопросы 



1. Основные принципы организации сложных белков. 



2. Гемопротеиды: гемоглобин – важнейший представитель гемопротеидов. 



3. Методы выделения гемоглобина, качественная реакция на гемовую 



группу. 



4. Фосфопротеиды: строение и роль в организме. 



5. Методика выделения казеина, обнаружение фосфорной кислоты 



в казеине. 



6. Абсорбционная спектроскопия. 



7. Методы количественного определения белка. 
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ХОД РАБОТЫ 



Цель: Изучение принципиальных подходов и отработка ме-



тодик, используемых при выделении и очистке бел-



ков. Овладение методами количественного определе-



ния белка в биологическом материале: биуретовый 



метод, методы Лоури и Бредфорд 



Задание I Выделение и характеристика гемоглобина 



Получение кристаллического оксигемоглобина 



1. К 10 мл крови приливают 2 мл смеси воды и эфира (1 : 1) и содержи-



мое перемешивают до полного гемолиза. 



2. К полученному гемолизату при перемешивании добавляют равный 



объем (12 мл) насыщенного раствора сульфата аммония. 



3. Выпавший осадок белков удаляют центрифугированием в течение 



15 мин. при 3000 об. / мин. или фильтрованием на бумажном фильтре. 



4. Полученный супернатант или фильтрат оставляют на холоду в за-



крытом сосуде в течение суток до появления в растворе призм и пластинок 



красного цвета. 



Бензидиновая проба 



1. Три капли дефибринизированной крови разводят водой до 2 мл. 



2. К полученному раствору приливают равный объем раствора бензи-



дина и перемешивают. 



3. Далее в пробирку добавляют 5 капель 3 %-ного раствора перекиси 



водорода. 



4. Записывают наблюдаемые изменения и объясняют результат. 



Задание II Выделение и характеристика казеина 



Выделение казеина из молока 



1. 30 мл снятого молока разбавляют четырьмя объемами воды. 



2. К полученному препарату при помешивании добавляют по каплям 



0,1 %-ный раствор уксусной кислоты до прекращения выпадения осадка ка-



зеина (избегать избытка кислоты, т. к. казеин в сильнокислой среде раство-



ряется!). 



3. Осадок казеина отфильтровывают и промывают водой. 



4. Для отделения жиров и других соединений казеин растворяют 



в 0,1 %-ном растворе карбоната натрия. При этом казеин переходит в рас-



твор, а жиры остаются во взвешенном состоянии. 



5. Смесь фильтруют, используя влажный фильтр, при этом жиры оста-



ются на фильтре. 



6. К фильтрату, представляющему собой раствор натриевой соли казе-



ина, снова добавляют 0,1 %-ный раствор уксусной кислоты. 
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7. Полученный осадок казеина отфильтровывают, отжимают между ли-



стами фильтровальной бумаги, по возможности, досуха. 



8. Подсушенный казеин обезвоживают посредством растирания в ступ-



ке с 20 мл спирта.  



9. Затем для полного удаления жиров казеин встряхивают в большой 



пробирке сначала с эфиром, а затем с 20 мл смеси метилового спирта и хло-



роформа (1 : 1).  



10. Очищеный казеин высушивают на воздухе до получения белого 



порошка. 



Определение остатков фосфорной кислоты в казеине 



Приготовление образца: 



1. Навеску казеина (0,05 г) смешивают в тугоплавкой пробирке с 0,3 мл 



(5 каплями) концентрированной серной кислоты и таким же количеством 



азотной кислоты. 



2. Пробирку нагревают в песочной бане. Смесь обугливается и при 



дальнейшем нагревании приобретает бурую окраску. 



3. Через 10 мин., если раствор не обесцвечивается, добавляют еще 



2 капли азотной кислоты и продолжают нагревание. Эту процедуру повто-



ряют до полного обесцвечивания смеси. 



4. Затем добавляют 2 мл воды и продолжают нагревание для удаления 



оставшейся азотной кислоты. 



5. После этого смесь нейтрализуют, используя для контроля индика-



торную бумагу. Нейтрализацию осуществляют добавлением по каплям 5 М 



раствора гидроксида натрия (при добавлении избытка щелочи ее нейтрали-



зуют 1–2 каплями 10 М раствора серной кислоты). 



Реакция открытия фосфорной кислоты молибдатом аммония: 



6. К 2 мл молибденового реактива (раствора молибдата аммония 



в азотной кислоте) прибавляют 1 мл анализируемого раствора. 



7. Смесь нагревают до кипения и кипятят 2–3 мин. 



8. Записывают наблюдаемые изменения и объясняют результаты. 



Задание III Построение калибровочных графиков для количествен-



ного определения белка в биологическом материале би-



уретовым методом, методами Лоури и Бредфорд 



Количественное определение белка биуретовым методом 



1. В соответствии с табл. 3.1 готовят ряд разведений исходного раство-



ра белка, содержащего 10 мг бычьего сывороточного альбумина в 1 мл. 
2. В каждую пробирку, содержащую 0,2–1 мг белка в 1 мл, а также 



к 1 мл исследуемого образца добавить по 4 мл биуретового реактива. 
3. Смеси инкубируют при комнатной температуре в течение 30 мин. 
4. Регистрируют оптическую плотность проб на спектрофотометре при 



 = 540 (560) нм. В качестве контроля используют раствор, состоящий из 
1 мл воды и 4 мл биуретового реактива. 
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5. Строят калибровочный график зависимости оптической плотности от 



концентрации белка. 



6. Концентрацию белка в исследуемом образце определяют по калиб-



ровочному графику.  



Таблица 3.1 



Биуретовый метод 



№ Концентрация 
белка, мг/мл 



Приготовление пробы (объемом 1 мл) Оптическая 
плотность при 



 = 540 нм 
Исходный раствор белка 



№ 1, мл 
Вода, мл 



1. 0 0 1  



2. 2 0,2 0,8  



3. 4 0,4 0,6  



4. 6 0,6 0,4  



5. 8 0,8 0,2  



6. 10 1 0  



Количественное определение белка по методу Лоури 



1. Смешивают 50 мл раствора А и 1 мл раствора Б. 



2. В соответствии с табл. 3.2 готовят ряд разведений исходного раство-



ра белка, содержащего 500 мкг бычьего сывороточного альбумина в 1 мл. 



В каждую пробирку, содержащую 25–500 мкг белка в 1 мл, а также к 1 мл 



исследуемого образца приливают по 5 мл смеси растворов А и Б. 



Таблица 3.2 



Метод Лоури 



№ Концентрация 
белка, 500 



мкг/мл 



Приготовление пробы (объемом 1 мл) Оптическая 
плотность при 



 = 750 нм 
Исходный раствор белка 



№ 2, мл 
Вода, мл 



1. 0 0 1  



2. 25 0,05 0,95  



3. 100 0,2 0,8  



4. 250 0,5 0,5  



5. 400 0,8 0,2  



6. 500 1 0  



3. Содержимое пробирок интенсивно встряхивают и инкубируют в те-



чение 10 мин. при комнатной температуре. 



4. При постоянном перемешивании в пробирки быстро вносят по 0,5 мл 



реактива Фолина. 



5. Пробирки инкубируют в течение 30 мин. 



6. Регистрируют оптическую плотность при  = 750 нм против кон-



трольной пробы. 



7. Строят калибровочный график зависимости оптической плотности от 



концентрации белка. 
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8. Концентрацию белка в исследуемом образце определяют по калиб-



ровочному графику. 



Количественное определение белка по методу Брэдфорд 



1. В соответствии с табл. 3.3 готовят ряд разведений исходного раство-



ра белка, содержащего 100 мкг бычьего сывороточного альбумина в 0,1 мл. 



В каждую пробирку, содержащую 10–100 мкг белка в 0,1 мл, и к 0,1 мл ис-



следуемого образца приливают по 5 мл реактива Брэдфорд. 



2. Пробы инкубируют в течение 5 мин. 



3. Регистрируют оптическую плотность при  = 595 нм против кон-



троля. 



4. Строят калибровочный график зависимости оптической плотности от 



концентрации белка. 



5. Концентрацию белка в исследуемом образце определяют по калиб-



ровочному графику. 



Таблица 3.3 



Метод Брэдфорд 



№ Концентрация 



белка, 



100 мкг / 0,1 мл 



Приготовление пробы (объемом 100 мкл) Оптическая 



плотность при 



 = 595 нм 



Исходный раствор белка 



№ 3, мкл 



Вода, мкл 



1. 0 0 100  



2. 10 10 90  



3. 20 20 80  



4. 40 40 60  



5. 80 80 20  



6. 100 100 0  



Оформление работы 



К занятию: 



1. Изучить и кратко законспектировать теоретический материал по ла-



бораторной работе. 



Во время занятия: 



2. Описать основные этапы работы. 



3. Описать полученные результаты по заданиям I и II и сделать выводы. 



4. Результаты измерений оптической плотности занести в таблицы 



(см. выше). 



5. Построить калибровочные графики. 



6. Рассчитать концентрации белка в исследуемых образцах. 



7. Описать полученные результаты и сделать выводы. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 



Строение и номенклатура протеиногенных аминокислот 



В настоящее время существует множество различных принципов клас-



сификации протеиногенных аминокислот. Так, например, структурная клас-



сификация разработана на основе химического строения радикала. Различа-



ют ароматические и алифатические аминокислоты, а также аминокислоты, 



содержащие серу или гидроксильные группы. 



Классификация по кислотно-основным свойствам основана на природе 



заряда аминокислоты при физиологических значениях рН. Аминокислоты, 



не содержащие в радикале дополнительных ионизированных групп, отно-



сятся к нейтральным (незаряженным) аминокислотам. Оснóвные аминокис-



лоты содержат в радикале дополнительную аминогруппу и являются поло-



жительно заряженными. В радикале кислых аминокислот находится кар-



боксильная группа, придающая им отрицательный заряд.  



В основе физиологической классификации лежит способность амино-



кислот синтезироваться в организме (в этом случае имеют место существен-



ные видовые отличия): заменимые аминокислоты синтезируются в организ-



ме, незаменимые не синтезируются и должны в готовом виде поступать 



извне, а «полузаменимые» способны синтезироваться в данном организме, 



но в недостаточных количествах. 



По катаболизму аминокислоты подразделяют на: глюкогенные (пре-



вращаются в пировиноградную кислоту, -кетоглутаровую кислоту, сукци-



нил-S-СоА, фумаровую кислоту или щавелевоуксусную и могут использо-



ваться для синтеза глюкозы), кетогенные (превращаются в ацетил-S-СоА 



или ацетоацетил-S-СоА и могут использоваться в синтезе кетоновых тел) и 



смешанные (используются в синтезе глюкозы и в синтезе кетоновых тел). Из 



всех двадцати аминокислот только лейцин является исключительно кетоген-



ной аминокислотой. 



Судьба углеродных скелетов L--аминокислот 



Аминокислоты превращаются в амфиболические интермедиаты, из кото-



рых образуются: 



Гликоген (глюкогенные 



аминокислоты) 



Жир (кетогенные 



аминокислоты) 



Гликоген или жир (глюкогенные 



или кетогенные аминокислоты) 



Ala 



Arg 



Asn 



Asp 



Cys 



Gln 



Glu 



Gly 



His 



Met 



Pro 



Ser 



Thr 



Val 



 



Leu 



 



Ile 



Lys 



Phe 



Trp 



Tyr 
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Современная рациональная классификация аминокислот основана на 



способности радикалов (R-групп) взаимодействовать с водой при физиоло-



гических значениях рН. Ниже в таблице показаны структуры этих амино-



кислот, а также их трехбуквенные и однобуквенные обозначения, принятые 



в отечественной и иностранной литературе. Приведены также значения рК 



для -карбоксильной группы (рК1), -аминогруппы (рК2) и изоэлектриче-



ской точки (рI). 



I. Классификация аминокислот по строению радикала: 



1. Алифатические (глицин, аланин, валин, лейцин, изолейцин). 



2. Гидроксиаминокислоты (серин, треонин).  



3. Моноаминодикарбоновые (аспарагиновая кислота, глутаминовая 



кислота). 



4. Диаминомонокарбоновые (лизин, аргинин). 



5. Амиды моноаминодикарбоновых кислот (аспарагин, глутамин). 



6. Серосодержащие (метионин, цистеин). 



7. Циклические: гомоциклические (фенилаланин, тирозин); гетероцик-



лические (триптофан, гистидин). 



8. Иминокислота (пролин). 



II. Классификация аминокислот по кислотно-основным свойствам: 



1. Нейтральные (аланин, валин, лейцин, изолейцин, глицин, триптофан, 



фенилаланин, пролин, метионин, серин, треонин, цистеин, тирозин, аспара-



гин, глутамин). 



2. Кислые (аспарагиновая кислота, глутаминовая кислота). 



3. Оснóвные (лизин, аргинин, гистидин). 



III. Классификация аминокислот по биосинтезу: 



1. Заменимые (аланин, аспарагиновая кислота, аспарагин, глицин, глу-



таминовая кислота, глутамин, серин, пролин, цистеин, тирозин). 



2. Незаменимые (валин, метионин, треонин, лейцин, изолейцин, лизин, 



триптофан, фенилаланин). 



3. Полузаменимые (гистидин, аргинин). 



IV. Классификация аминокислот по катаболизму: 



1. Глюкогенные (аланин, аргинин, аспарагиновая кислота, аспарагин, 



валин, глицин, гистидин, глутаминовая кислота, глутамин, метионин, трео-



нин, серин, цистеин, пролин). 



2. Кетогенные (лейцин). 



3. Смешанные (лизин, изолейцин, тирозин, триптофан, фенилаланин). 



V. Классификация аминокислот по полярности радикалов:  



1. Неполярные (гидрофобные): алифатические (аланин, валин, лейцин, 



изолейцин), ароматические (триптофан, фенилаланин), гетероциклическая 



иминокислота (пролин), серосодержащая (метионин). 



2. Полярные (гидрофильные): кислые (аспарагиновая кислота, глута-



миновая кислота), основные (лизин, аргинин, гистидин), нейтральные (гли-



цин, серин, треонин, цистеин, тирозин, аспарагин, глутамин). 
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Протеиногенные аминокислоты 



Название Формула 



Сокращенное 



обозначение 
рК1 



(α-СООН) 



рК2 



(α-
+
NH3) 



рКR pI 



Рус. Англ. 



Неполярные алифатические аминокислоты 



Аланин 



 



Ала Ala (A) 2,34 9,69 – 6,01 



Валин 



 



Вал Val (V) 2,29 9,74 – 6,02 



Лейцин 



 



Лей Leu (L) 2,33 9,74 – 6,04 



Изолейцин 



 



Илей Ile (I) 2,32 9,76 – 6,04 



Неполярные ароматические аминокислоты 



Триптофан 



 



Три Trp 



(W) 



2,46 9,41 – 5,94 



Фенилаланин 



 



Фен Phe (F) 2,20 9,31 – 5,76 



Неполярная гетероциклическая иминокислота 



Пролин 



 



Про Pro (P) 1,95 10,64 – 6,30 
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Неполярная серосодержащая аминокислота 



Метионин 



 



Мет Met 



(M) 



2,13 9,28 – 5,71 



Полярные отрицательно заряженные аминокислоты (кислые) 



Аспарагиновая 



кислота 



 



Асп Asp 



(D) 



1,99 9,90 3,90 2,95 



Глутаминовая 



кислота 



 



Глу Glu (E) 2,10 9,47 4,07 3,09 



Полярные положительно заряженные аминокислоты (основные) 



Аргинин 



 



Арг Arg (R) 1,82 8,99 12,48 10,7 



Лизин 



 



Лиз Lys (K) 2,16 9,06 10,54 9,80 



Гистидин 



 



Гис His (H) 1,80 9,33 6,04 7,69 
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Полярные незаряженные аминокислоты 



Глицин 



 



Гли Gly (G) 2,35 9,78 – 6,07 



Серин 



 



Сер Ser (S) 2,19 9,21 – 5,70 



Треонин 



 



Тре Thr (T) 



 



2,09 9,10 – 5,60 



Тирозин 



 



Тир Tyr (Y) 2,20 9,21 10,46 5,71 



Аспарагин 



 



Асн Asn 



(N) 



2,14 8,72 – 5,43 



Глутамин 



 



Глн Gln (Q) 2,17 9,13 – 5,65 



Цистеин 



 



Цис Cys (C) 1,92 10,70 8,37 5,15 
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ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА  
 



Тема: Качественные реакции на жирорастворимые и 
водорастворимые витамины 
 



Цель 
работы: 



Изучить биологическое действие отдельных витаминов и 
методы исследования витаминов в биологическом 
материале 



 
Оборудование и материалы: 



 Термостат 
 Водяная баня 
 Пипетки стеклянные на 1 мл и 5 мл 
 Микропипетки автоматические 
 Цилиндры мерные на 250 мл и 100 мл 
 Пробирки стеклянные 
 Штативы для пробирок 
 Стеклянные палочки 
 Предметные стекла 
 Часовые стекла 
 
 Реактивы: 
 концентрированные кислоты – H2SO4, HNO3, НСl 
 NaOH, 10% раствор 
 Zn металлический 
 FeCl3,  5% и 1% растворы 
 NaНCO3, 10% раствор  
 NaNO2, 5% раствор  
 сульфаниловая кислота, 1% раствор  
 хлороформ 
 сахароза кристаллическая 
 К3[Fe(CN)6] , 10% раствор  
 НСl, 10% раствор  
 (СН3СОО) 2Сu,  5% раствор  
 бром в хлороформе 
 цистеин, 0,025% спиртовой раствор  
 анилиновый реактив, раствор анилина (фениламина)  
 раствор Люголя 
 растворы витаминов 
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ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ  ЧАСТЬ 
 



Витамины 
 



Витамины (от лат. vita – жизнь) – низкомолекулярные органические 
соединения различной химической природы, необходимые для 
осуществления жизненно важных биохимических и физиологических 
процессов в живых организмах. Организм человека и животных не обладает 
способностью синтезировать витамины или синтезирует некоторые из них в 
недостаточном количестве, поэтому он должен их получать в готовом виде с 
пищей. Витамины обладают исключительно высокой биологической 
активностью и требуются организму в небольших количествах – от 
нескольких мкг до нескольких мг в день. 



Витамины, участвующие в биохимических процессах, являются либо 
предшественниками коферментов (витамин В1), либо представляют собой 
собственно коферменты (липоамид). Некоторые витамины обеспечивают 
протекание ряда физиологических процессов, например: витамин А2 
участвует в процессе зрительного восприятия; витамин А3 – в процессе 
дифференцировки клеток; витамин D – в процессе формирования костной 
ткани; витамин Е выполняет функцию антиоксиданта. 



Наряду с витаминами, в пище содержатся биологически активные 
вещества, которые по своим функциям ближе не к витаминам, а к другим 
незаменимым пищевым веществам. Эти вещества называют 
витаминоподобными. К ним обычно относят биофлавоноиды, холин, 
инозитол, оротовую, пангамовую и пара-аминобензойную кислоты, 
полиненасыщенные жирные кислоты и др. 



Соединения, которые не являются витаминами, но служат 
предшественниками их образования в организме, называются 
провитаминами. К ним относятся, например, каротины, расщепляющиеся в 
организме с образованием витамина А, и некоторые стерины (эргостерин, 7-
дегидрохолестерин и др.), превращающиеся в витамин D. 



Некоторые аналоги и производные витаминов способны занимать 
место витамина в активном центре фермента, однако при этом не способны 
выполнять коферментную функцию, что ведет к снижению активности 
данного фермента и развитию соответствующей витаминной 
недостаточности. Такие соединения называются антивитаминами. Так, 
например, производные 4-гидроксикумарина (дикумарин и др.), 
предупреждающие возникновение тромбов, являются антагонистами 
витамина К. Сульфаниламидные препараты, оказывающие 
бактериостатическое действие, в то же время являются антагонистами пара-
аминобензойной кислоты; аминоптерин и метотрексат (противоопухолевые 
препараты) служат антагонистами фолиевой кислоты. К антивитаминам 
относятся также вещества, связывающие или разрушающие витамины, 
например ферменты тиаминаза I и II, инактивирующие тиамин; белок яйца 
авидин, отличается способностью связывать биотин. 
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Ряд витаминов представлен не одним, а несколькими соединениями, 
обладающими сходной биологической активностью (витамеры), например, 
витамин В6 существует в нескольких формах – в виде пиридоксина, 
пиридоксаля и пиридоксамина. 



Для индивидуальных соединений, обладающих витаминной 
активностью, рекомендуется использовать рациональные названия, 
отражающие их химическую природу, например рибофлавин (витамин В2), 
никотинамид и никотиновая кислота (витамин РР), ретинол (витамин А1). 



Витамины классифицируют по их растворимости, а именно различают 
водорастворимые (гидрофильные) и жирорастворимые (липофильные) вита-
мины. С момента открытия первых витаминов и до настоящего времени 
используется буквенная классификация. 



Основной специфической функцией водорастворимых витаминов в 
организме является их участие в качестве коферментов многих энзимов, 
катализирующих разнообразные реакции. Из жирорастворимых витаминов 
лишь витамины К и А2 осуществляют коферментную функцию, а остальные 
участвуют в неферментативных физиологических процессах. 



Знание функций витаминов позволяет понять причину возникновения 
различных патологических состояний, связанных с нарушением метаболизма 
веществ. Общей закономерностью является то, что дефицит того или иного 
витамина приводит к снижению активности соответствующего фермента и, 
следовательно, к торможению катализируемой этим ферментом реакции. 
Поскольку организм является сбалансированной саморегулирующейся 
системой, изменение метаболизма какого-либо вещества влечет за собой 
изменение обмена и других соединений. Наблюдаемые изменения в 
организме в целом проявляются не сразу, поскольку организм на начальном 
этапе дефицита какого-либо витамина компенсирует возникшее отклонение, 
изменяя метаболизм других веществ так, чтобы снизить отрицательное 
влияние дефицита витамина (состояние гиповитаминоза). Если дефицит 
витамина устранен, организм возвращается в нормальное состояние. В том 
случае, если дефицит витамина оказывается существенным и отличается 
длительным промежутком времени, возникает авитаминоз, который при 
исчерпании компенсаторных ресурсов организма может иметь летальные 
последствия.  
 



1. Химическое строение и биохимические свойства жирорастворимых 
витаминов 



 
1.1. Витамин А (ретинол) 



(антиксерофтальмический) 
 



Жирорастворимый витамин А представляет собой циклический 
непредельный одноатомный спирт, состоящий из ретинолового кольца и 
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боковой цепи построенной из 2-х остатков изопрена и первичной спиртовой 
группы. 



 



 
Ретинол Ретиналь 



 
Ретиноевая кислота 



 
Спиртовая форма витамина А – ретинол, в организме окисляется до ретиналя  
и ретиноевой кислоты.  



 
Биохимическая функция  



 
Витамин А может образовываться в слизистой кишечника и печени из 



провитаминов – -, - и -каротинов под действием каротиноксигеназы. 
Наибольшей активностью обладает -каротин, который служит 
предшественником двух молекул ретинола, в то время как из других 
провитаминов может быть образована только одна молекула витамина А. 



 



 
 
В организме ретинол превращается в ретиналь и ретиноевую кислоту, 



участвующие в регуляции ряда функций:  
1. ретинол является структурным компонентом клеточных мембран; 
2. регулирует рост и дифференцировку клеток эмбриона и молодого 



организма, а также деление и дифференцировку быстро проли-
ферируюших тканей, в первую очередь, эпителиальных, хряща и костной 
ткани. Он контролирует синтез белков цитоскелета, реакции распада и 
синтеза гликопротеинов. Синтез последних осуществляется в аппарате 
Гольджи. Недостаток витамина А приводит к нарушению синтеза 
гликопротеинов (точнее, реакций гликозилирования, т. е. присоединения 
углеводного компонента к белку), что проявляется в потере защитных 
свойств слизистых оболочек. 



3. является важнейшим компонентом антиоксидантной защиты организма. 
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4. витамин А и ретиноиды стимулируют реакции клеточного иммунитета, в 
частности, увеличивают активность Т-киллеров. 



5. витамин А является антиканцерогеном, так как при его недостатке в 
организме увеличивается риск развития рака легкого и рака других 
локализаций. 



6. участвует в фотохимическом акте зрения. 
 



Участие витамина А в процессе зрительного восприятия 



Светочувствительный аппарат глаза – сетчатка. Падающий на сетчатку 
свет адсорбируется и трансформируется пигментами сетчатки в другую 
форму энергии. У человека сетчатка содержит 2 типа рецепторных клеток: 
палочки и колбочки. Первые реагируют на слабое (сумеречное) освещение, а 
колбочки – на хорошее освещение (дневное зрение). Палочки содержат 
зрительный пигмент родопсин, а колбочки – йодопсин. Оба пигмента – 
сложные белки, отличающиеся своей белковой частью. В качестве 
кофермента оба белка содержат 11-цис-ретиналь, альдегидное производное 
витамина А. 



 
 



Рисунок 1 – Схема зрительного цикла: 1 – цис-ретиналь в темноте соединяется с белком 
опсином, образуя родопсин; 2 – под действием кванта света происходит 
фотоизомеризация 11-цис-ретиналя в транс-ретиналь; 3 – транс-ретиналь-опсин 
распадается на транс-ретиналь и опсин;  4 – поскольку пигменты встроены в мембраны 
светочувствительных клеток сетчатки, это приводит к местной деполяризации мембраны 
и возникновению нервного импульса, распространяющегося по нервному волокну; 5 – 
заключительный этап этого процесса – регенерация исходного пигмента, происходит при 
участии ретиналь-изомеразы. 
 



1.2. Витамин Е (токоферол) 
(антистерильный) 



 
По химической природе витамин Е представляет собой группу 



родственных соединений – токоферолов, молекулы которых состоят из двух 











9 
 



компонентов: хроманолового кольца, являющегося производным 
бензохинона, и изопреноидной боковой цепи. Кроме токоферолов к группе 
витамина Е относятся -, -, - и -токотриенолы – аналоги соответствующих 
токоферолов, которые отличаются от последних наличием двойных связей в 
боковой цепи. Наибольшую биологическую активность проявляет -
токоферол (от др.-греч. τόκος – «деторождение», и φέρειν – «приносить»). 
 



 
 



 
 



Источником токоферолов являются исключительно растительные 
организмы.  
 



Биохимическая функция 
  



Витамин Е является универсальным протектором клеточных мембран 
от окислительного повреждения. Он занимает такое положение в мембране, 
которое препятствует контакту кислорода с ненасыщенными липидами 
мембран (образование гидрофобных комплексов). Это защищает 
биомембраны от их перекисной деструкции. Антиоксидантные свойства 
токоферола обусловлены также способностью подвижного гидроксила 
хроманового ядра его молекулы непосредственно взаимодействовать с 
активными формами кислорода (О2



•¯, НО• НО2
•), свободными радикалами 



ненасыщенных жирных кислот (RO•, RO2
•) и перекисями жирных кислот. 



Мембраностабилизируюшее действие витамина проявляется и в его 
свойстве предохранять от окисления SH-группы мембранных белков. Его 
антиоксидантное действие заключается также в способности защищать от 
окисления двойные связи в молекулах каротина и витамина А. Витамин Е 
(совместно с аскорбатом) способствует включению селена в состав активного 
центра глутатионпероксидазы, тем самым он активизирует ферментативную 
антиоксидантную защиту (глутатионпероксидаза обезвреживает 
гидропероксиды липидов). 
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Токоферол является не только антиоксидантом, но и актигипоксантом, 
что объясняется его способностью стабилизировать митохондриальную 
мембрану и экономить потребление кислорода клетками. Следует отметить, 
что из всех клеточных органелл митохондрии наиболее чувствительны к 
повреждению, так как в них содержится больше всего легко окисляющихся 
ненасыщенных липидов. Вследствие мембраностабилизирующего эффекта 
витамина Е в митохондриях увеличивается сопряженность окислительного 
фосфорилирования, образование АТФ и креатинфосфата. Важно также 
отметить, что витамин контролирует биосинтез убихинона – компонента 
дыхательной цепи и главного антиоксиданта митохондрий. 



Токоферол контролирует синтез нуклеиновых кислот (на уровне 
транскрипции), а также гема, микросомных цитохромов и других 
гемсодержаших белков. 



Витамин Е обладает способностью угнетать активность фосфолипазы 
А2 лизосом, разрушающей фосфолипиды мембран. Повреждение мембран 
лизосом приводит к выходу в цитозоль протеолитических ферментов, 
которые и повреждают клетку. 



Витамин Е является эффективным иммуномодулятором, 
способствующим укреплению иммунозащитных сил организма. 
 



1.3. Витамин D (кальциферол) 
(антирахитический) 



 
Кальциферолы – группа химически родственных соединений, 



относящихся к производным стеринов. Биологически наиболее активными 
являются витамины – D2 и D3. Витамин D2 (эргокальциферол) представляет 
собой производное эргостерина – растительного стероида, встречающегося в 
некоторых грибах, дрожжах и растительных маслах.  



 



  
Эргокальциферол Холекальциферол 



 
При ультрафиолетовом облучении пищевых продуктов из эргостерина 



образуется витамин D2, используемый в лечебных целях. Витамин D3 – 
холекальциферол образуется в коже человека из 7-дегидрохолестерина под 
действием УФ-лучей. 
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Рисунок 2 – Схема образования витаминов D2 и D3. Провитамины D2 и D3 представлены 
стеринами, у которых в кольце В присутствуют две двойные связи. При воздействии света 
в процессе фотохимической реакции происходит расщепление кольца В. А – 7-
дегидрохолестерин, провитамин D3, (синтезируется из холестерина); Б – эргостерин – 
провитамин D2. 
 



Биохимическая функция 
 



В организме человека витамин D3 идроксилируется в положениях 25 и 
1 и превращается в биологически активное соединение 1,25-
дигидроксихолекальциферол (кальцитриол). 



 



 
Кальцитриол 



 
Кальцитриол выполняет гормональную функцию, участвуя в регуляции 



обмена Са2+ и фосфатов, стимулируя всасывание Са2+ в кишечнике и 
кальцификацию костной ткани, реабсорбцию Са2+ и фосфатов в почках. При 
низкой концентрации Са2+ или высокой концентрации D3 он стимулирует 
мобилизацию Са2+ из костей. 
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Кальцитриол принимает участие в регуляции роста и дифференцировке 
клеток костного мозга, обладает антиоксидантным и антиканцерогенным 
действием. 
 



1.4. Витамин К (нафтохиноны) 
(антигеморрагический) 



 
Витамин K по химической природе представляет ряд производных 2-



метил-1,4-нафтохинона, сходного строения и близкой функции в организме. 
Обычно они имеют метилированный нафтохиноновый фрагмент с 
переменной по числу звеньев алифатической боковой цепью в положении 3. 
Филлохинон (также называемый витамином K1) содержит 4 изопреноидных 
звена, одно из которых является ненасыщенным. 



 



 



 
Филлохинон (витамин К1) 



 
В природе найдены только два витамина группы К: выделенный из люцерны 
витамин K1 и выделенный из гниющей рыбной муки K2. Кроме природных 
витаминов К, в настоящее время известен ряд производных нафтохинона, 
обладающих антигеморрагическим действием, которые получены 
синтетическим путем. К их числу относятся следующие соединения: витамин 
К3 (2-метил-1,4-нафтохинон), витамин К4 (2-метил-1,4-нафтогидрохинон), 
витамин К5 (2-метил-4-амино-1-нафтогидрохинон), витамин К6 (2-метил-1,4-
диаминонафтохинон), витамин К7 (3-метил-4-амино-1-нафтогидрохинон). 



Витамин К существует в нескольких формах в растениях как 
филлохинон (К1), в клетках кишечной флоры как менахинон (К2). Они 
различаются строением и количеством изопреновых единиц в боковой цепи. 



 



  
Менахинон (витамин К2, n = 6, 7 или 9) Менадион (витамин К3) 
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Синтезированы аналоги витамина К – менадион (витамин К3, 
лишенный боковой цепи) и его водорастворимый аналог викасол, последний 
широко применяется в медицинской практике. 



В тканях образуется активная форма витамина – менахинон-4 
(содержит четыре изопреноидные единицы).  
 



Биохимическая функция 
 



Витамин К является коферментом γ-глутаматкарбоксилазы, карбокси-
лирующей глутаминовую кислоту с образованием γ-карбоксиглутаминовой 
кислоты. γ-Глутаматкарбоксилаза участвует в активации факторов 
свертывания крови: протромбина (фактор II), проконвертина (фактор VII), 
фактора Кристмаса (фактор IX) и фактора Стюарта (фактор X). Указанные 
белковые факторы синтезируются как неактивные предшественники. Один из 
этапов их активации  –  карбоксилирование по остаткам глутаминовой 
кислоты с образованием γ-карбоксиглутаминовой кислоты, необходимой для 
последующего связывания ионов кальция. 



 



 
 



Рисунок 3 – Роль витамина К в процессе свертывания крови 
 



При взаимодействии активной восстановленной формы витамина К с γ-
глутаматкарбоксилазой в присутствии кислорода образуется сильное 
основание (алкоксид), способное отнять от γ-С атома глутаминовой кислоты 
водород, на место которого присоединяется СО2 – при этом образуется γ-
карбоксиглутаминовая кислота. В ходе реакции появляются короткоживущие 



 



 
Восстановленная (гидрохиноновая) 



форма витамина К1 
 Окисленная (2,3-эпоксидная)  форма 



витамина К1 



 
и высоко токсичные промежуточные соединения (свободные радикалы 
витамина К), которые превращаются в нетоксичный 2,3-эпоксид витамина К 
в присутствие глутамата. Обратная регенерация гидрохинона происходит с 
участием ферментов редуктаз. Из сказанного следует, что при дефиците 
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глутаминовой кислоты в клетке затрудняется обезвреживание токсичных 
свободных радикалов витамина К. 



 
2. Химическое строение и биологическая роль 



водорастворимых витаминов 
 



2.1. Витамин B1 (тиамин) 
(антиневритный) 



 
Тиамин по химической природе представляет собой производное 



тиазола и пиримидина, соединенных метиленовым мостиком.   
 



 
 



Витамин В1, присутствует в различных органах и тканях как в форме 
свободного тиамина, так и его фосфорных эфиров: тиаминмонофосфата 
(ТМФ), тиаминдифосфата (ТДФ, синонимы: тиаминпирофосфат, ТПФ) 
и тиаминтрифосфата (ТТФ). 



Основной коферментной формой (60–80 % от общего 
внутриклеточного) является ТПФ.  



 



 
Тиаминпирофосфат (ТПФ) 



 
Биохимическая функция 



 
Участие ТПФ в реакции прямого декарбоксилирования 



пировиноградной кислоты (ПВК) 
При декарбоксилировании ПВК с помощью пируватдекарбоксилазы 



образуется ацетальдегид, который под воздействием алкогольдегидрогеназы 
превращается в этанол. Незаменимым кофактором пируватдекарбоксилазы 
является ТПФ. 



Участие ТПФ в реакциях окислительного декарбоксилирования 
Окислительное декарбоксилирование пирувата катализирует пируват-



дегидрогеназа. В состав пируватдегидрогеназного комплекса входит 
несколько структурно связанных ферментных белков и коферментов. ТПФ 
катализирует начальную реакцию декарбоксилирования ПВК. 
Окислительное декарбоксилирование ПВК является одной из ключевых 
реакций в обмене углеводов. В результате этой реакции ПВК, 
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образовавшаяся при окислении глюкозы, включается в главный 
метаболический путь клетки – цикл Кребса, где окисляется до углекислоты и 
воды с выделением энергии. Таким образом, благодаря реакции 
окислительного декарбоксилирования ПВК создаются условия для полного 
окисления углеводов и утилизации всей заключенной в них энергии. Кроме 
того, образующаяся при действии ПДГ-комплекса активная форма уксусной 
кислоты служит источником для синтеза многих биологических продуктов: 
жирных кислот, холестерина, стероидных гормонов, ацетоновых тел и 
других. 



Окислительное декарбоксилирование -кетоглутатарата 
катализирует -кетоглутаратдегидрогеназа. Этот фермент является 
составной частью цикла Кребса. Строение и механизм действия -
кетоглугаратдегидрогеназного комплекса схожи с пируватдегидрогеназой, т. 
е. ТПФ также катализирует начальный этап превращения кетокислоты. 
Таким образом, от степени обеспеченности клетки ТПФ зависит 
бесперебойная работа этого цикла. Кроме окислительных превращений 
пирувата и -кетоглутарата, ТПФ принимает участие в окислительном 
декарбоксилировании кетокислот с разветвленным углеродным скелетом 
(продукты дезаминирования валина, изолейцина и лейцина). Эти реакции 
играют важную роль в процессе утилизации аминокислот и, следовательно, 
белков клеткой. 



ТПФ – кофермент транскетолазы 
Транскетолаза – фермент пентозофосфатного пути окисления 



углеводов. Физиологическая роль этого пути заключается в том, что он 
является основным поставщиком NADFH·H+ и рибозо-5-фосфата. 
Транскетолаза переносит двухуглеродные фрагменты от ксилулозо-5-
фосфата к рибозо-5-фосфату, что приводит к образованию триозофосфата (3-
фосфоглицеринового альдегида) и С7-сахара (седогептулозо-7-фосфата). 
ТПФ необходим для стабилизации карбаниона, образующегося при 
расщеплении связи С2-С3 ксилулозо-5-фосфата. 



 Участие в синтезе ацетилхолина 
ТПФ катализирует в пируватдегидрогеназной реакции образование 



ацетил-КоА – субстрата ацетилирования холина. Помимо участия в 
ферментативных реакциях, тиамин может выполнять и не коферментные 
функции. Полагают, что тиамин участвует в кроветворении, на что указывает 
наличие врожденных тиаминзависимых анемий, поддающихся лечению 
высокими дозами этого витамина, а также в стероидогенезе.  



 



 2.2. Витамин B2 (рибофлавин) 
(витамин роста) 



 
Молекула рибофлавина (витамина В2) по химической природе 



представляет собой производное изоаллоксазина (7,8-диметил-10-(1′-D-
рибитил)-изоаллоксазин), связанного с пятиатомным спиртом рибитолом. 
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Витамин В2 отличается от других витаминов желтым цветом (от лат. flavus – 
желтый). В отличие от желтой окисленной формы рибофлавина, 
восстановленная форма витамина бесцветна. 



Термином флавины обозначаются многие производные 
изоаллоксазина, обладающие В2-витаминной активностью. 



 



 
Рибофлавин (витамин В2) 



 
Биосинтез флавинов осуществляется растительными и многими 



бактериальными клетками, а также плесневыми грибками и дрожжами. 
Благодаря микробному биосинтезу рибофлавина в желудочно-кишечном 
тракте жвачные животные не нуждаются в этом витамине. У других 
животных и человека синтезирующихся в кишечнике флавинов недостаточно 
для предупреждения гиповитаминоза. В пище витамин В2 находится 
преимущественно в виде своих коферментных форм – FMN (флавинмоно-
нуклеотида) и FAD (флавинадениндинуклеотида). 



 



 



 
Флавинмононуклеотид (FMN) Флавинадениндинуклеотид (FAD) 



 
Биохимическая функция 



 
Основная функция витамина В2 состоит в том, что он является основой  



флавиновых коферментов – FMN и FAD, роль которых заключается в 
следующем: 



 FMN и FAD служат коферментами оксидаз, переносящих электроны 
и Н+ от окисляемого субстрата на молекулярный кислород. К ним относятся 
ферменты, участвующие в распаде аминокислот (оксидазы D- и L-
аминокислот), нуклеотидов (ксантиноксидаза), биогенных аминов (моно- и 
диаминоксидазы) и другие; 
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 FMN и FAD являются промежуточными переносчиками электронов 
и протонов в дыхательной цепи: FМN входит в состав I-го комплекса цепи 
тканевого дыхания, FAD – в состав II-го комплекса; 



 Наряду с ТПФ и другими коферментами FAD осуществляет 
окислительное декарбоксилирование соответствующих кетокислот в составе 
пируват- и -кетоглутаратдегидрогеназных комплексов, а также является 
единственным коферментом сукцинатдегидрогеназы (фермента цикла 
Кребса). Таким образом, рибофлавин принимает активное участие в 
функционировании главного метаболического пути клетки; 



 FAD является коферментом ацил-КоА-дегидрогеназы, участвующей 
в реакции окисления жирных кислот в митохондриях. 
 



2.3. Витамин B3 (пантотеновая кислота). 
 



Витамин В3 широко распространен в природе, отсюда и его название – 
пантотеновая кислота (от panthos – повсюду). Пантотеновая кислота состоит 
из остатков D-2,4-дигидрокси-3,3-диметилмасляной кислоты и -аланина, 
соединённых между собой амидной связью: 



 



 
 



Коферментными формами витамина В3, образующимися в цитоплазме 
клеток, являются 4′-фосфопантетеинат и СoA-SH. 



 



 
СoA-SH 



 
В кишечнике человека пантотеновая кислота в небольших количествах 



продуцируется кишечной палочкой. Пантотеновая кислота представляет 
собой универсальный витамин, в котором или его производных нуждаются 
человек, животные, растения и микроорганизмы. 
 



Биохимическая функция 
  



Значение пантотеновой кислоты определяется исключительно важной 
ролью ее коферментных форм в ключевых реакциях метаболизма.   
Производные витамина, такие как S-сульфопантетеин, способны 
поддерживать рост бифидобактерий – важного компонента биоценоза 
кишечника. 
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 4′-фосфопантетеин является активной частью ацилпереносящего 
белка (АПБ) синтазы жирных кислот – представителя класса так называемых 
фосфопантетеинпротеинов. 



Ацетил-СоА является субстратом для синтеза жирных кислот, 
холестерина и стероидных гормонов, ацетоновых тел, ацетилхолина, 
ацетилгюкозаминов. С него начинаются реакции главного метаболического 
пути клетки – цикла Кребса.  



Ацетил-СоА принимает участие в реакциях обезвреживания 
(ацетилирование биогенных аминов и чужеродных соединений). 



Ацетил-СоА участвует в активировании жирных кислот с 
образованием ацил-СоА. Ацил-СоА используется для синтеза липидов; для 
транспорта жирных кислот в митохондрии. 
 



2.4. Витамин B5 (РР никотиновая кислота, никотинамид) 
(антипеллагрический) 



 
Никотиновая кислота является пиридин-3-карбоновой кислотой, 



никотинамид – ее амидом.  Оба соединения в организме легко превращаются 
друг в друга и поэтому обладают одинаковой витаминной активностью. 



 



  
Никотиновая кислота Никотинамид 



 
В тканях оба соединения преимущественно используются для синтеза 



коферментных форм – NAD и NADP.  
 



 
R = H Никотинаминадениндинуклеотид – НАД+ (NAD+) 



R = РО3H2 Никотинаминадениндинуклеотид-2-фосфат – НАДФ+ (NADР+)   
 



Биохимическая функция 
 



Почти весь имеющийся в клетках и жидких средах организма витамин 
РР представлен в виде никотинамида, включенного в состав коферментов – 
NAD и NADP.  



NAD+ – кофермент дегидрогеназ, участвующих в реакциях окисления 
глюкозы, жирных кислот, глицерина, аминокислот, является коферментом 
дегидрогеназ цикла Кребса (исключая сукцинатдегидрогеназу). В этих 
реакциях кофермент выполняет функцию промежуточного акцептора 
электронов и протонов. 
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NAD+ – переносчик протонов и электронов в дыхательной цепи 
митохондрий (от окисляемого субстрата к первому комплексу цепи 
тканевого дыхания). 



NAD+ – субстрат ДНК-лигазной реакции при синтезе и репарации ДНК, 
а также субстрат для синтеза поли-АДФ-рибозы в поли-(АДФ)-
рибозилировании белков хроматина. 



NADPH·H+ – донор водорода в реакциях синтеза жирных кислот, 
холестерина, стероидных гормонов и некоторых других соединений. 



NADPH·H+ – компонент монооксигеназной цепи микросомального 
окисления, выполняющей функцию детоксикации антибиотиков и других 
чужеродных веществ. 



NAD+ и NADPH·H+ являются аллостерическими регуляторами 
ферментов энергетического обмена, в частности, ферментов цикла Кребса, а 
также реакций глюконеогенеза. 



Никотинамид и N-метилникотинамид (метаболит никотинамида) 
являются участниками процесса метилирования т-РНК и белков. 



 



 2.5. Витамин B6 (пиридоксин, пиридоксаль, 
пиридоксамин) 



(антидерматитный) 
 



Витамин В6 включает группу из трех соединений – природных 
производных пиридина, обладающих одинаковой витаминной активностью: 
пиридоксина, пиридоксаля, пиридоксамина, и отличающихся друг от друга 
наличием соответственно спиртовой, альдегидной или аминогруппы. 



 



   
Пиридоксин Пиридоксаль Пиридоксамин 



 
Коферментные функции выполняет фосфорилированное производное 
пиридоксина: пиридоксальфосфат. 



 



 
Пиридоксальфосфат (PLP) 



 
Биохимическая функция 
Витамин В6 часто называют «королем обмена аминокислот»; вместе с 



тем его коферментные формы участвуют в реакциях, катализируемых почти 
всеми классами ферментов.  



Коферментные формы витамина В6 входят в состав следующих 
ферментов: 
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 аминотрансфераз аминокислот, катализирующих обратимый 
перенос NH2-группы от аминокислоты на -кетокислоту, при этом 
образуются новая -кетокислота и новая аминокислота; 



 декарбоксилаз аминокислот, отщепляющих карбоксильную группу 
аминокислот, что приводит к образованию биогенных аминов (гистамина, 
серотонина, ГАМК и других), а также моноаминоксидаз, гистаминазы 
(диаминооксидаза) и аминотрансферазы ГАМК, обезвреживающих 
(окисляющих) биогенные амины; 



 изомераз аминокислот, с помощью которых организм разрушает D-
аминокислоты (в состав тканевых белков млекопитающих входят L-
аминокислоты); 



 синтазы -аминолевуленовой кислоты, участвующей в биосинтезе 
гема гемоглобина и других гемсодержащих белков; ферментов, 
обеспечивающих синтез витамина РР из триптофана, цистеина из серина и 
гомоцистеина; 



 фермента, участвующего в реакциях биосинтеза сфинголипидов (из 
серина и пальмитоил-СоА). 



Таким образом, витамин В6 характеризуется исключительно широким 
спектром биологического действия. Он принимает участие в регуляции 
белкового, углеводного и липидного обмена, биосинтезе гема и биогенных 
аминов, гормонов щитовидной железы и других биологически активных 
соединений. Помимо каталитического действия, пиридоксальфосфат 
участвует в процессе активного транспорта некоторых аминокислот через 
клеточные мембраны, ему присуща функция регулятора конформационного 
состояния гликогенфосфорилазы – главного регулируемого фермента, 
осуществляющего распад гликогена. 
 



2.6. Витамин В9 (фолиевая кислота, витамин ВС) 
(антианемический) 



 
Фолиевая кислота (лат. folium – лист) состоит из трёх структурных 



единиц: остатка птеридина, пара-аминобензойной и глутаминовой  кислот. 
Витамином ВС это соединение назвали из-за его способности 



излечивать анемию у цыплят (от англ. chicken – цыпленок). 
 



 
Фолиевая кислота 



 











21 
 



В организме человека птеридиновое кольцо не синтезируется, поэтому 
удовлетворение потребности в фолиевой кислоте полностью зависит от ее 
поступления с пищей. 



Витамин В9, всасываясь в тонком кишечнике, восстанавливается в 
энтероцитах до активной формы – тетрагидрофолиевой кислоты (ТГФК) и 
N5-метил-ТГФК. 
  



 
 



5,6,7,8-тетрагидрофолиевая кислота. Показаны одноуглеродные фрагменты, переносимые 
тетрагидрофолатом  



 
Биохимическая функция  



 
Коферментная форма фолиевой кислоты – ТГФК – необходима для 



мобилизации и использования в реакциях метаболизма одноуглеродных 
функциональных групп: метильной (–СН3), метиленовой (–СН2–), 
метенильной (–СН=), формильной (–СНО) и формиминогруппы (–CH=NH). 
Присоединение этих групп по 5-му или 10-му атому азота ТГФК 
осуществляется ферментативно. 



Важнейшими реакциями с участием одноуглеродных фрагментов, 
связанных с ТГФК, являются: 



 N5,N10-метилен-ТГФК и N10-формил ТГФК служат донорами 
соответствующих одноуглеродных радикалов при синтезе пуриновых 
нуклеотидов; 



 N5-метил-ТГФК вместе с витамином В12 участвуют в переносе 
метильной группы в реакциях синтеза дТМФ и метионина; 



 ТГФК вовлекается в метаболизм аминокислот: серина, глицина и 
метионина. 
 



2.7. Витамин В12 (Кобаламин) 
(антианемический) 



 
Структура витамина В12 отличается от строения всех других витаминов 



своей сложностью и наличием в его молекуле иона металла – кобальта. 
Кобальт связан координационной связью с четырьмя атомами азота, 
входящими в состав порфириноподобной структуры (называемой 
корриновым ядром), и с атомом азота 5,6-диметилбензимидазола.  



Кобальт-содержащсе ядро молекулы представляет собой плоскостную 
структуру с перпендикулярно расположенным к ней нуклеотидом. 
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Последний, помимо 5,6-диметилбензимидазола, содержит рибозу и 
фосфорную кислоту (циановая группа, связанная с кобальтом, присутствует 
только в очищенных препаратах витамина, в клетке она замешается водой 
или гидроксильной группой). Из-за присутствия в молекуле витамина 
кобальта и амидного азота это соединение получило название кобаламина. 



 



  
Кобаламин, R = –CN;  –ОН; –СН3; –5-дезоксиаденозил 



 
Биохимическая функция в организме 



 
Витамин В12 служит предшественником двух коферментов: 



метилкобаламина в цитоплазме и дезоксиаденозилкобаламина в 
митохондриях. 



Метилкобаламин – кофермент, участвующий в образовании метионина 
из гомоцистеина. Кроме того, он принимает участие в превращениях 
производных фолиевой кислоты, необходимых для синтеза нуклеотидов – 
предшественников ДНК и РНК. 
Дезоксиаденозилкобаламин в качестве кофермента участвует в метаболизме 
жирных кислот с нечётным числом углеродных атомов и аминокислот с 
разветвленной углеводородной цепью. 



 



2.8. Витамин Н (биотин) 
(антисеборейный) 



 
В основе строения биотина лежит тетрагидротиофеновое кольцо, к 



которому присоединена молекула мочевины, а боковая цепь представлена 
валериановой кислотой. 
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N1-имидазольного кольца является местом карбоксилирования. 



Связываясь с ионом гидрокарбоната (НСО3
¯), биотин превращается в 



карбоксибиотин, приобретая свойства кофермента. 
 



 
 



Биотин способен образовывать с авидином – гликопротеином белка 
куриного яйца – прочный комплекс, который не расщепляется 
пищеварительными ферментами. Поэтому при частом употреблении сырых 
яиц прекращается всасывание присутствующего в пище биотина. 
Способность молекул авидина и биотина специфически связываться друг с 
другом используется в некоторых методах очистки в биотехнологии. 
 



Биохимическая функция  
 



Витамин Н способствует усвоению тканями ионов бикарбоната и 
активирует реакции карбоксилирования и транскарбоксилирования в составе 
следующих карбоксибиотинил-содержащих ферментов: 



 Пируваткарбоксилазы – фермента, катализирующего АТФ-
зависимое образование оксалоацетата из пирувата и НСО3



¯. 
Пируваткарбоксилаза является тетрамерным белком, несущим четыре 
молекулы биотина, каждая из которых связана с остатком лизина 
апофермента. Пируваткарбоксилазная реакция является наиболее важной 
анаплеротической реакцией, особенно в печени и почках (к 
анаплеротическим относятся возмещающие, дополняющие, реакции). Так, 
пируваткарбоксилаза восполняет запас оксалоацетата, необходимого для 
функционирования цикла Кребса. Также пируваткарбоксилаза является 
важным митохондриальным ферментом глюконеогенеза (новообразования 
глюкозы). 



 Ацетил-СоА-карбоксилазы – первого фермента в реакциях 
биосинтеза жирных кислот. При ферментативном катализе карбоксильная 
группа бикарбоната передается на ацетил-СоА с образованием малонил-СоА; 



 Пропионил-СоА-карбоксилазы – фермента, участвующего в 
окислении жирных кислот с нечетным числом атомов углерода. При этом 
происходит стереоспецифический перенос активированной карбоксильной 
группы от карбоксибиотина к пропионил-СоА с образованием 
метилмалонил-КоА. Следует отметить, что ион бикарбоната может 
утилизироваться клеткой без участия биотина, как, например, это имеет 
место в карбомоилфосфатсинтетазной реакции, зависящей от 
карбомоилфосфатсинтетазы II при синтезе пиримидинов; 
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 -метилкротоноил-СоА-карбоксилазы – фермента, принимающего 
участие в реакциях окислительного распада лейцина. 



 Метилмалонил-оксалацетат-транскарбоксилазы – фермента, ката-
лизирующего реакцию транскарбоксилирования, а именно, обратимое 
превращение пирувата и оксалацетата (другие транскарбоксилазные реакции 
также протекают с участием биотина). 
 



2.9. Витамин Р (биофлавоноиды) 
(капилляроукрепляющий) 



 
В основе строения соединений Р-витаминного действия – 



биофлавоноидов, представляющих  собой  разнообразную группу 
растительных полифенольных соединений – лежит ядро фенилхромана – 
флавана.  



 



 



 



 



 



Флаван Кверцетин Рутин 
 



Биохимическая функция в организме 
 



Биофлавоноиды могут использоваться для построения биологически 
важных соединений в клетке, в частности убихинона. Витамин Р 
способствует стабилизации межклеточного матрикса соединительной ткани и 
снижению проницаемости капилляров. 



Рутин и квертецин – полифенолы, обладающие Р-витаминной 
активностью, являются эффективными антиоксидантами. 



Флавоноиды (катехины) зеленого чая способны оказывать выраженное 
цитопротекторное действие, в основе которого лежит их свойство 
перехватывать свободные радикалы кислорода. В отличие от витамина Е, 
биофлавоноиды кроме прямого антирадикального действия могут также 
связывать ионы металлов с переменной валентностью, ингибируя тем самым 
процесс перекисного окисления липидов (ПОЛ) биомембран. Наиболее 
эффективными ловушками супероксидных радикалов кислорода являются 
железокомплексы флавоноидов: например, комплекс рутина с Fe2+ почти в 5 
раз активнее самого рутина. 
 



2.10. Витамин С (аскорбиновая кислота) 
(антискорбутный) 
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Витамин С (L-аскорбиновая кислота) является -лактоном 2,3-дегидро-
L-гулоновой кислоты, близкой по структуре к глюкозе. Витаминной 
активностью обладает только L-изомер, D-изомер является антивитамином. 



 



 
 
 



 



 
L-аскорбиновая кислота Оптические изомеры аскорбиновой кислоты: 1a – L-аскорбиновая 



кислота, 2a – L-изоаскорбиновая кислота, 1b – D-изоаскорбиновая 
кислота, 2b – D-аскорбиновая кислота. 



  
Как видно из формулы, аскорбиновая кислота является ненасыщенным 



соединением и не содержит свободной карбоксильной группы. Кислый 
характер этого соединения обусловлен наличием двух фенольных 
гидроксилов, способных к диссоциации с отщеплением водородных ионов, 
по-видимому, в основном у третьего углеродного атома. 



Из-за наличия двух асимметрических атомов существуют четыре 
диастереомера аскорбиновой кислоты. Две условно именуемые L- и D- 
формы хиральны относительно атома углерода в фурановом кольце, а изо- 
форма является D-изомером по атому углерода в боковой этиловой цепи. 



Аскорбиновая кислота существует в двух формах: восстановленной 
форме и окисленной форме в виде дегидроаскорбиновой кислотой. Таким 
образом, аскорбиновая кислота образует, так называемую редокс-пару с 
дегидроаскорбиновой кислотой, сохраняющей витаминные свойства. 



 



 
  



Дегидроаскорбиновая кислота, образующаяся в клетках из 
аскорбиновой кислоты с участием аскорбатоксидазы, является неустойчивым 
соединением и легко окисляется в водной фазе с образованием 2,3-
дикетогулоновой кислоты, которая утрачивает витаминную активность. 
 



Биохимическая функция  
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Витамин С занимает доминирующее положение в антиоксидантной 
защите, значительно превосходящей в этом отношении глутатион-SH. 



Антиоксидантная функция аскорбиновой кислоты объясняется ее 
способностью легко отдавать два атома водорода, используемых в реакциях 
обезвреживания свободных радикалов. В высоких концентрациях этот 
витамин «гасит» свободные радикалы кислорода. Важной функцией 
аскорбата является обезвреживание свободного радикала токоферола 
(витамина Е), благодаря чему предупреждается окислительная деструкция 
этого главного антиоксиданта клеточных мембран. Как антиоксидант 
аскорбиновая кислота необходима для образования активных форм фолиевой 
кислоты, защиты железа гемоглобина и оксигемоглобина от окисления, 
поддержания железа цитохромов Р450 в восстановленном состоянии. 



Витамин С участвует в процессе всасывания железа из кишечника и 
высвобождении железа из комплекса с его транспортным белком крови – 
трансферрином, облегчая поступление этого металла в ткани. Аскорбиновая 
кислота может включаться в работу дыхательной цепи митохондрий, являясь 
донором электронов для цитохрома С. 



Благодаря способности легко окисляться и восстанавливаться, 
аскорбиновая кислота участвует в реакциях гидроксилирования остатков 
лизина и пролина при синтезе коллагена (основного белка соединительной 
ткани). Витамин С активно участвует в обезвреживании токсинов, 
антибиотиков и других чужеродных для организма соединений, 
осуществляемых монооксигеназной системой цитохромов Р450. В составе 
монооксигеназной системы микросом витамин С играет роль прооксиданта, 
т.е., как и в реакциях гидроксилирования, обеспечивает образование 
свободных радикалов кислорода.  



Выраженный антиоксидантный эффект аскорбата проявляется только 
при совместном его введении с токоферолом, поскольку именно витамин Е 
способен эффективно обезвреживать свободные радикалы жирных кислот и 
их перекиси. 



Таким образом, аскорбиновая кислота стабилизирует витамин Е, 
который легко разрушается, а витамин Е усиливает антиоксидантное 
действие витамина С. Помимо токоферола синергистом действия аскорбата 
является витамин А. 



Витамин С является антиканцерогеном не только в силу его антиок-
сидантных свойств, но и в силу способности непосредственно предотвращать 
нитрозаминовый канцерогенез (эти сильные канцерогены образуются в 
кислой среде желудка из нитритов и амино-соединений пищи). Однако 
аскорбат не защищает от влияния уже образовавшихся нитрозаминов, 
поэтому консервированные мясные продукты необходимо употреблять с 
овощами и зеленью, богатыми витамином С. 
 



 Химические свойства водорастворимых витаминов и их 
анализ 
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Витамины группы В1 
 



Тиохромная проба 
Препараты тиамина легко окисляются в щелочной среде, образуя 



тиохром, который в УФ-свете обладает характерной синей флюоресценцией, 
исчезающей при подкислении и вновь возникающей при подщелачивании. 
Эта реакция известна под названием тиохромной пробы и является 
специфической для препаратов группы тиамина:  
 



 



 
 



Тиохромную пробу используют для качественного и количественного 
флуориметрического анализа витамина В1 в лекарственных препаратах, 
растительном сырье и пищевых продуктах. 
 



Реакция с диазореактивом 
Для проведения этой реакции обычно используют диазореактив, 



полученный из сульфаниловой кислоты. 
Тиамин в нейтральной или слабощелочной среде реагирует с солями 



диазония с образованием окрашенных в красный цвет триазенов: 
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Реакция применяется для спектрофотометрического количественного 



анализа тиамина в растворах. 
 



 Витамины группы В2 



 
Реакция восстановления 
Рибофлавин, принимая два атома водорода, легко восстанавливается до 



лейкорибофлавина. При этом нарушается сопряженная система связей, что 
сопровождается исчезновением окраски. Лейкорибофлавин легко окисляется 
(в организме под действием НАД+) до рибофлавина. Благодаря этим 
химическим свойствам коферменты, образующиеся из рибофлавина – ФМН 
и ФАД, участвуют в окислительно-восстановительных процессах, 
происходящих в клетке: 



 
                       Рибофлавин 



                       (желтого цвета) 
           Лейкорибофлавин 
                (бесцветный) 
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Реакция с солями тяжёлых металлов 
Рибофлавин проявляет очень слабые кислые свойства, но образует 



устойчивые окрашенные соли с ионами тяжелых металлов. При добавлении к 
водному раствору рибофлавина раствора нитрата серебра или ацетата ртути 
образуются окрашенные соединения розового или оранжевого цвета, 
соответственно: 



 



 
Рибофлавин 



(желтого цвета) 
Серебряная соль рибофлавина 



(розового цвета) 
 



Реакции с солями серебра или ртути используются для качественного и 
количественного спектрофотометрического анализа рибофлавина. 
 



 Витамины группы В6 
 



Реакция с хлоридом железа (III) 
Все представители группы витаминов В6 проявляют свойства, 



характерные для фенолов, в частности они дают общую реакцию 
подлинности на фенолы с хлорным железом, легко вступают в реакции 
электрофильного замещения по свободному пара-положению к фенольному 
гидроксилу. При этом образуется комплексная соль фенолята железа 
красного цвета: 



 



 
                          Пиридоксин Комплексная соль фенолята железа красного цвета 



 
Реакция с диазореактивом 
Также легко пиридоксин вступает в реакцию азосочетания с солями 



диазония с образованием окрашенных в красный цвет азокрасителей: 
 



  
Пиридоксин Окрашенное в красный цвет соединение 



 
Витамины группы РР 



 
Никотиновая кислота проявляет выраженные и кислые, и оснóвные 



свойства; амид никотиновой кислоты обладает только оснóвными 
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свойствами. Эти различия в свойствах также используются для отличия 
одного препарата от другого. 
 



Реакция с солями тяжёлых металлов 
Никотиновая кислота образует малорастворимые соли с ионами 



тяжелых металлов. Например, при реакции с сульфатом меди образуется 
осадок синего цвета: 



 



 
Никотиновая кислота Осадок синего цвета 



 
В присутствии роданид-ионов образуется комплексная соль зеленого 



цвета: 
 



 
Никотиновая кислота Комплексная соль зеленого цвета 



 
Витамин С 



 
Аскорбиновая кислота является сильным восстановителем. Она 



окисляется ионами серебра и меди, йодом, красной кровяной солью, 
нитратами, кислородом и др. При окислении аскорбиновой кислоты 
образуется дегидроаскорбиновая кислота: 
 



 
                                        Аскорбиновая  



                                       кислота 
Дегидроаскорбиновая  
            кислота 



 
Реакция с феррицианидом калия 
Для идентификации аскорбиновой кислоты применяют красную 



кровяную соль, которая в щелочной среде восстанавливается аскорбиновой 
кислотой до желтой кровяной соли. После подкисления реакционной смеси и 
добавления раствора хлорида железа (III) образуется синий осадок 
берлинской лазури: 
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 Синий осадок берлинской лазури 



 
Реакция с солями серебра 
Аскорбиновая кислота восстанавливает даже такие слабые окислители, 



как йод, соли ртути и серебра: 
 



 
 



Химические свойства жирорастворимых витаминов и их 
анализ 



 
Витамины группы А 



 
Витамины группы А легко окисляются кислородом воздуха с потерей 



витаминной активности. Они легко изомеризуются по связям 11: 
 



 
11-транс-ретиналь 11-цис-ретиналь 



 
Тем не менее, в клетке молекулы ретинола и ретиноевой кислоты 



отличаются тем, что все двойные связи находятся в транс-конфигурации. 
Наиболее легко цис-транс-изомеризации (фотоизомеризации) подвергается 
ретиналь.  



 
Галохромная реакция 
Для идентификации витамина А используется его реакция с хлоридом 



сурьмы, в ходе которой образуется комплексное соединение с сопряженной 
системой двойных связей имеющее синюю окраску. 



Галохромная реакция имеет место также при действии на сопряженные 
системы связей концентрированной серной кислоты. 
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Витамины группы D 



 
Эргокальциферол (D2) и холекальциферол (D3) так же, как и витамин А, 



дают окрашивание с хлоридом сурьмы. Поскольку сопряженная система 
двойных связей кальциферолов короче, чем у витамина А, окрашивание 
развивается не синее, как в случае витамина А, а оранжево-розовое. 
Кальциферолы в связи с наличием в их молекулах двойных связей легко 
реагируют с бромом, кислородом воздуха и другими окислителями. 
 



Витамины группы Е 
 



Реакция с азотной кислотой 
Для идентификации -токоферола и его ацетата используется реакция с 



азотной кислотой с нагреванием до температуры 80°С. При этом в таких 
жестких условиях токоферолаацетат гидролизуется, и далее образующийся 
-токоферол окисляется азотной кислотой с образованием орто-
токоферилхинона, окрашенного в красно-оранжевый цвет: 



 



 
 



Витамины группы К 
 



Реакция восстановления 
Идентификация витаминов К1, К2 и К3 основана на реакции их 



восстановления, например цинком в кислой среде. При этом характерная для 
этих витаминов желтая окраска исчезает вследствие образования бесцветного 
1,4-дигидрокси-2-метилнафталина. Эти соединения легко конденсируются с 
ароматическими аминами в кислой среде с образованием более глубоко 
окрашенных соединений. Например, при взаимодействии менадиона с пара-
аминофенолом в кислой среде появляется синее окрашивание, характерное 
для индофенолов. 
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                     Менадион 1,4-Дигидрокси-2-метилнафталин 



 



 
                  Менадион 



(желтого цвета) 
пара-Аминофенол 



(бесцветный) 
Индофенольное соединение 
           синего цвета 



 
Контрольные вопросы 
 
1. Понятие о витаминах, провитаминах, антивитаминах. 
2. Классификация и номенклатура витаминов. 
3. Жирорастворимые витамины. Общая характеристика. 
4. Химическое строение, свойства, биологическая роль жирорастворимых 



витаминов: А, D, Е, К. 
5. Водорастворимые витамины. Общая характеристика. 
6. Химическое строение, биологическая роль, коферментные формы 



витаминов: B1, B2, B3, B5, B6, Bс, B12, Н, Р, С. 
7. Принципы методов качественного определения витаминов. 
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ХОД РАБОТЫ 
 
Цель работы: Изучение химических свойств витаминов и методов их 



идентификации в растворе. 
  



Задание I  Проведение качественных реакций на 
водорастворимые витамины. 



 
Витамин В1  
 



Реакция с диазореактивом. Витамин В1 в щелочной среде с 
диазореактивом образует сложное комплексное соединение оранжевого или 
красного цвета. 
Ход работы: В пробирку вносят 5 капель 1% раствора сульфаниловой 
кислоты и 5 капель 5% раствора NaNO2 (в пробирке образуется 
диазореактив). К диазореактиву добавляют 5 капель  раствора тиамина и 
затем по стенке, наклонив пробирку, осторожно добавляют 5 капель 10% 
раствора NaНCO3. На границе раздела двух жидкостей появляется кольцо 
оранжевого цвета.  
 
Витамин В2  
 



Реакция восстановления рибофлавина. Реакция на витамин В2 
основана на его способности легко восстанавливаться; при этом раствор с 
витамином, обладающий желтой окраской, приобретает сначала розовый 
цвет промежуточных соединений, а затем обесцвечивается, в связи с тем, что 
восстановленная форма витамина В2 бесцветна. 
Ход работы: В пробирку вносят 10 капель  раствора витамина В2, добавляют 
5 капель концентрированной НСl и опускают кусочек металлического цинка. 
Начинается выделение пузырьков водорода, жидкость постепенно розовеет, 
затем обесцвечивается.  
 
Витамин РР  
 



Качественная реакция с ацетатом меди. Витамин РР при 
нагревании с раствором ацетата меди образует синий осадок медной соли 
никотиновой кислоты.   
Ход работы: В пробирку вносят 7 капель  раствора витамина РР, затем 
приливают 10 капель 5% раствора (СН3СОО)2Сu. Выдерживают в водяной 
бане 2 – 3 минуты. Наблюдают выпадение осадка медной соли никотиновой 
кислоты. 
 
Витамин В6  



Реакция с хлоридом железа (III). Витамин В6 при взаимодействии с 
раствором хлорного железа образует комплексную соль типа фенолята 
железа красного цвета. 
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Ход работы: На часовое стекло нанести 3 капли  5% раствора FeCl3 и 3 капли 
раствора  витамина В6. Смесь перемешивают. Наблюдают за развитием 
красного окрашивания. 
 
Витамин Р  
 



Качественная реакция с хлоридом железа (III). Хлорид железа 
образует с рутином комплексное соединение, окрашенное в изумрудно-  
зеленый цвет.  
Ход работы: В пробирку вносят 5 капель водного раствора рутина и 
добавляют 3 капли 5% раствора FeCl3.  
 



Качественная реакция с концентрированной серной кислотой. 
Концентрированная серная кислота образует с рутином соли, растворы 
которых характеризуются ярко-желтой окраской. 
Ход работы: В пробирку вносят 5 капель водного раствора рутина и 
прибавляют осторожно по стенке 3 капли  концентрированной H2SO4. На 
границе двух жидкостей наблюдают окрашенное в желтый цвет кольцо. 
 
Витамин С  
 



Качественная реакция с феррицианидом калия (К3[Fe(CN)6]).  
Реакция  основана на способности витамина С легко вступать в 
окислительно-восстановительные реакции. 
Ход работы: К 5 каплям раствора витамина С прибавляют по несколько 
капель 10 %-ного раствора NaOH и 10 %  раствора К3[Fe(CN)6]. 
Перемешивают, затем добавляют 3 капли 10 %-ного раствора НСl (для 
подкисления) и  2 капли 10 % раствора FeCl3. Появляется сине-зеленое 
окрашивание, и постепенно образуется синий осадок берлинской лазури – 
Fe4[Fe(CN)6] 3. 
  



Качественная реакция с  раствором Люголя. Реакция основана на 
способности витамина С восстанавливать молекулярный йод из раствора 
Люголя с образованием йодистоводородной кислоты. 
Ход работы: В пробирку добавить 5 капель раствора витамина С и 2 капли 
раствора Люголя. Наблюдается обесцвечивание раствора. 
 
Задание II Проведение качественных реакций на 



жирорастворимые витамины 
 
Витамин А  
 



Реакция с серной кислотой. Серная кислота, обладая 
водоотнимающим свойством, образует с витамином А окрашенный комплекс 
синего цвета, переходящий затем в фиолетовый и далее в бурый цвет. 
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Ход работы: На часовое стекло наносят 3 капли раствора рыбьего жира, 
затем 5 капель хлороформа и 1 каплю концентрированной H2SO4. 
Наблюдают соответствующее окрашивание. 
 



Реакция с сульфатом железа (II). В пробирку вносят 3-4 капли 
раствора рыбьего жира в хлороформе, 5-10 капель ледяной уксусной 
кислоты, насыщенной сульфатом железа (II) и 2-3 капли концентрированной 
серной кислоты. В присутствии витамина А появляется голубое 
окрашивание, постепенно переходящее в розово-красное. Каротины дают при 
этой реакции зеленое окрашивание. 
 
Витамин D   
 



Бромхлороформная проба.   
Ход работы: На  часовое стекло (под часовое стекло следует предварительно 
подложить лист белой бумаги) наносят 3 капли рыбьего жира  и прибавляют 
5 капель раствора брома в хлороформе. В присутствии витамина D  смесь 
окрашивается в зеленовато-голубой цвет.  
 



Реакция с анилиновым реактивом.  
Ход работы:  В  пробирку  вносят 3  капли  рыбьего жира, затем 5 капель 
хлороформа и 3 капли анилинового реактива. Осторожно нагревают 
пробирку до появления красного окрашивания. Пробирку оставляют в 
штативе остывать. Через несколько минут эмульсия разделяется. Нижний 
слой, при наличии витамина в исходном материале, окрашен в интенсивно 
красный цвет. 
 
Витамин Е  
 



Реакция с азотной кислотой. В присутствии азотной кислоты 
токоферол окисляется через промежуточное образование токоферолхинона 
до орто-, или парохинона, имеющего красное окрашивание. 
Ход работы: В  пробирку вносят 5 капель 0,1% спиртового раствора 
витамина Е и несколько крупинок сахарозы, затем по стенке пробирки 
приливают 1 мл концентрированной HNO3. Пробирку интенсивно 
перемешивают и наблюдают окрашивание. 
 



Реакция с хлоридом железа (III). Спиртовой раствор α–токоферола 
окисляется хлоридом железа (ІІІ) в токоферилхинон и раствор окрашивается 
в красный цвет. 
Ход работы: В пробирку вносят 5 капель 0,1% спиртового раствора 
витамина Е и добавляют 0,5 мл 1% раствора FeCl3. Встряхнув содержимое 
пробирки, наблюдают появление красного окрашивания. 
 
Витамин К  
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Реакция с цистеином.  
Ход работы: На часовое стекло наносят 5 капель 0,05% спиртового раствора 
витамина К, 5 капель 0,025% спиртового раствора цистеина и 1 каплю 10% 
раствора гидроксида натрия. Наблюдают лимонно-желтое окрашивание. 
 



Реакция с анилином.  
Ход работы:  В  пробирку  вносят  5 капель  0,05 % спиртового раствора 
витамина К, добавляют 2 капли анилина. Осторожно встряхивают 
содержимое пробирки и наблюдают красное окрашивание, что обусловлено 
образованием 1-метил-2-фениламинонафтохинона. 
 
Задание III Методы количественного определения витаминов 



 
Количественное определение рутина в чае (по Левенталю) 
 
Принцип метода: количественное определение рутина основано на его 
способности окисляться перманганатом калия. В качестве индикатора 
применяется индигокармин, который вступает в реакцию с перманганатом 
после того, как окислится весь рутин. Экспериментально установлено, что 1 
мл 0,1н раствора перманганата калия окисляет 6,4 мкг рутина. 
Ход работы: к 100 мг чая приливают 50 мл горячей дистиллированной воды 
и проводят экстракцию в течение 5 мин. Затем 5 мл экстракта чая отмеряют в 
коническую колбу, добавляют 5 мл дистиллированной воды и 5 капель 
индигокармина (появляется синее окрашивание). Титруют из микробюретки 
0,05н раствором перманганата калия до появления устойчивой желтой 
окраски.  
Определяют процентное содержание рутина в чае. Расчёт производят по 
формуле: 



PV



AV
X



2



1



1000



1002,3 
 , 



где:  
Х – содержание витамина Р в препарате (%);  
3,2 – стандартный пересчетный коэффициент;  
А – объем 0,05н раствора КМО4, израсходованного на титрование (мл);  
V1 – объем, в котором растворена взятая для анализа навеска (мл);  
100 – масса вещества чая для расчета процентного содержания (г);  
V2 – объем экстракта чая, взятого для титрования (мл);  
Р – навеска (мг);  
1000 – множитель для перевода мкг в мг (норма содержания рутина в чае 30-
50 мг/100г). 
 
Спектрофотометрическое определение провитамина А (каротина) 
 
Ход работы: навеску из свежих листьев 0,2-1 г растирают в течение 5 минут 
в фарфоровой ступке со стеклянным или кварцевым песком, добавляя 
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небольшое количество MgCO3 и 5-10 мл ацетона. Затем полученную массу 
экстрагируют,  используя водоструйный насос до обесцвечивания материала. 
Измеряют общий объем вытяжки и переносят в пробирки с притертыми 
пробками. 
Для расчета концентрации на спектрофотометре определяется оптическая 
плотность экстракта при длинах волн 440, 644, 662 нм: 
 



 644662440 44,20134,5268,07,4 ЕЕЕС   
 



Из значений экстинкций при указанных длинах волн вычисляется 
концентрация пигмента в ацетоновой вытяжке в мкг/мл. Исходя из 
найденных концентраций, рассчитывают содержание его в исследуемом 
образце в мкг/г сухого вещества: 
 



m



nV
СС х




 , 



 
где: 
С – концентрация пигмента (мкг/г сухого веса); 
Сх – концентрация пигмента (мкг/мл); 
V – объем экстракта (мл); 
m – масса сырья (г); 
n – коэффициент разведения. 
 
Количественное определение витамина С методом титрования 
индофеноловым реактивом 
 
Принцип метода: количественное определение аскорбиновой кислоты в 
исследуемом материале основано на ее способности восстанавливать 
индофеноловый реактив. При титровании вытяжки исследуемого материала 
раствором 2,6-дихлорфенолиндофенола происходит окисление аскорбиновой 
кислоты в дегидроаскорбиновую и восстановление индофенолового 
реактива. Завершение титрования можно установить по изменению окраски. 
Окисленная форма 2,6-дихлорфенолиндофенола имеет синюю окраску в 
нейтральной и щелочной среде, восстановленная форма – приобретает 
розовую окраску в кислой среде. 
Ход работы:  навеску исследуемого материала 5-20 г (картофель, морковь, 
яблоки и т.п.) тщательно растирают в ступке со щепоткой стекла или 
кварцевого песка, добавляя порциями по 4-5 мл 2% раствора соляной 
кислоты до получения однородной смеси. Далее полученную смесь 
переносят в мерную колбу вместимостью 100 мл и общий объем экстракта 
доводят до метки  раствором кислоты. Содержимое хорошо перемешивают, 
настаивают 5-7 мин и фильтруют через бумажный фильтр. Полученный 
фильтрат должен быть совершенно прозрачным.  
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Берут две конические колбочки вместимостью 100-150 мл и в одну 
вносят 20 мл полученного фильтрата, в другую – 20 мл раствора кислоты. 
Содержимое колбочек титруют индофеноловым реактивом до розового 
цвета, удерживающегося 30 секунд. Результаты записывают, и титрование 
повторяют с новыми порциями того же фильтрата. На основании средней 
величины, полученной из 2-3 определений, рассчитывают содержание 
аскорбиновой кислоты по формуле: 



  



mV



VMba
X









1



100)(
, 



где: 
Х – содержание аскорбиновой кислоты в материале, мг/100г продукта; 
(a-b) – разность между объемами индофенолового реактива, пошедшими на 
титрование опытной (а) и контрольной (b) проб, мл;  
М – масса аскорбиновой кислоты, соответствующая 1 мл индофенолового 
реактива мг;  
V - общий объем экстракта, мл;  
V1 – объем фильтрата, взятого для титрования, мл;  
m – масса исследуемого материала, г, 
100 – пересчет на 100 г материала. 
 
Оформление работы 
 
К занятию: 
1. Кратко законспектировать теоретический материал по лабораторной 
работе. 



Во время занятия: 
2. Описать этапы работы. 
3. Описать результаты опытов по водорастворимым витаминам и занести их 
в таблицу:  



 



Название 
витамина, 
формула 



Название  
кофермента 



Название фермента Признаки обнаружения 
витамина 



 
4. Сделать выводы по каждому из опытов 
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Приложение 1 
 



Номенклатура и классификация витаминов по химическому строению и 
растворимости 



 



Тривиальное 
название 



Буквенное
обозна-
чение 



Структурная формула Растворимость 



Витамины алифатического ряда 



Аскорбиновая 
кислота 



С 



 



водорастворимый 



Пантотеновая 
кислота 



В3 



 



водорастворимый 



Витамины алициклического ряда 
Ретинол А1 



 



жирорастворимый 



Ретиналь А2 



 



жирорастворимый 



Ретиноевая 
кислота 



А3 



 



жирорастворимый 



Эргокальциферол D2 



 



жирорастворимый 



Холекальциферол D3 



 



жирорастворимый 



Витамины ароматического ряда 
Менадион К3 



 



жирорастворимый 



Менахиноны К2 



 



 



жирорастворимый 



Филлохинон К1 



 



жирорастворимый 
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Витамины гетероциклического ряда 
Никотиновая 
кислота 



РР 



 



водорастворимый 



Никотинамид РР 



 



водорастворимый 



-Токоферол 
 



Е 



 



жирорастворимый 



Биотин Н 



 



водорастворимый 



Пиридоксин В6 



 



водорастворимый 



Пиридоксаль В6 



 



водорастворимый 



Пиридоксамин В6 



 



водорастворимый 



Тиамин В1 



 



водорастворимый 



Рибофлавин В2 



 



водорастворимый 



Фолиевая 
кислота 



ВС 



 



водорастворимый 



Метилкобаламин 
 



Цианокобаламин 
 



Оксикобаламин 
 



В12 



 



водорастворимый 



 








			Практикум по общей биохимии. «Витамины» / Е. А. Докучаева [и др.]


			Содержание





			В НАЧАЛО










Учреждение образования 



 



«Международный государственный экологический институт 



имени А. Д. Сахарова» Белорусского государственного 



университета 



 



Факультет экологической медицины 



Кафедра биохимии и биофизики 



 



 



 



Е.А. Докучаева, В.Э. Сяхович, О.Г. Пархимович,  



Н.В. Богданова, С.Б. Бокуть 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



Практикум по 



общей и экологической биохимии 
 



Часть IV 



«Структура и функции липидов. Обмен липидов. 



Нуклеиновые кислоты. Компоненты нуклеиновых кислот» 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



Минск 



2017 



 











Рекомендовано к изданию УМО вузов 



Республики Беларусь по экологическому образованию 



(протокол №    от          2017 г.) 



 



 
Авторы: 



Докучаева Е.А., ст. преподаватель кафедры биохимии и биофизики  



Сяхович В.Э., ст. преподаватель кафедры биохимии и биофизики  



Пархимович О.Г., преподаватель кафедры биохимии и биофизики 



Богданова Н.В., преподаватель кафедры биохимии и биофизики 



Бокуть С.Б., зав. кафедрой биохимии и биофизики, канд. биол. наук, доцент  



              
Рецензенты: 



 



 



 



 
Рекомендовано научно-методическим советом Учреждения образования 



«Международный государственный экологический институт имени А.Д. Сахарова» 



Белорусского государственного университета, протокол №       от   _____  2017 г. 



 
Докучаева Е.А. и др.  



 



Практикум по общей и экологической биохимии. Часть IV: «Структура и функции 



липидов. Обмен липидов. Нуклеиновые кислоты. Компоненты нуклеиновых кислот» / 



Е.А. Докучаева и др. – Мн., 2017 – 69 с. 



 



 



 



 
Практикум содержит учебно-методические материалы для проведения лабораторных 



работ по дисциплине «Общая и экологическая биохимия» со студентами 2-го курса. Для 



каждой лабораторной работы приводятся основы теории к соответствующей теме, 



вопросы для подготовки к занятию, список рекомендуемой литературы, перечень заданий 



к занятию, описание используемых в лабораторной работе приборов, материалов и 



реактивов. Включены теоретические сведения о структуре, функции и обмене липидов, а 



также материалы, описывающие принцип строения нуклеиновых кислот, как носителей 



генетической информации. Приводится описание методов идентификации и 



количественного определения нуклеиновых кислот в биологических препаратах. 



Соответствует учебной программе дисциплины «Общая и экологическая биохимия» 



для студентов МГЭИ им. А.Д. Сахарова БГУ. 



Все лабораторные занятия написаны авторами настоящего издания совместно. 
 



 Докучаева Е.А., Сяхович В.Э., Пархимович О.Г., Богданова Н.В., Бокуть С.Б., 2017 



 Международный государственный экологический институт им. А.Д. Сахарова 



Белорусского государственного университета, 2017 



 



 











СОДЕРЖАНИЕ 



 



Структура и функции липидов. Обмен липидов. 



Нуклеиновые кислоты.  



Компоненты нуклеиновых кислот 



 



  



ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА №10 



 



Нейтральные жиры. Стероиды. Идентификация и 



методы количественного определения жирных кислот 



и холестерина 



 



 



ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА №11 



 



Фосфолипиды. Физико-химические свойства 



фосфолипидов. Изучение химического состава 



фосфолипидов 



 



 



ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА №12 



 



Выделение нуклеопротеидов. Качественные реакции 



на присутствие компонентов нуклеопротеидов в 



растворе. Количественное определение нуклеиновых 



кислот 



 



 



ПРИЛОЖЕНИЕ 1 Структура жирных кислот 



 



ПРИЛОЖЕНИЕ 2 Структура компонентов нуклеиновых кислот 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 











ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА № 10 



 
Темы: I. Нейтральные жиры. Стероиды 



 II. Идентификация и методы количественного определения 



жирных кислот и холестерина 



Цель 



работы: 



Изучение химических свойств липидов. Освоение методов 



идентификации липидов и количественного определения 



жирных кислот и холестерина 



 



Оборудование и материалы: 
 



 Спектрофотометр SOLAR PV 1251; 



 Кюветы полистирольные; 



 Термостат; 



 Центрифуга UNIVERSAL 30RF; 



 Весы центрифужные; 



 Пробирки центрифужные; 



 Пипетки стеклянные на 1 мл и 5 мл; 



 Микропипетки автоматические; 



 Цилиндры мерные на 250 мл и 100 мл; 



 Пробирки стеклянные химические; 



 Штативы для пробирок; 



 Предметное стекло; 



 Шприц с длинной иглой; 



 Бумага фильтровальная; 



 Палочки стеклянные; 



 



Реактивы: 
 



 Жир (Масло); 



 Воск; 



 Сыворотка крови; 



 Холестерол, 1% хлороформный раствор; 



 Желчные кислоты, раствор; 



 Бычий сывороточный альбумин (БСА), раствор; 



 Гидроксид натрия (NaOH), 10% раствор,15% спиртовой раствор; 



 Гидрокарбонат натрия (NaHCO3), раствор; 



 Борная кислота, крист. (либо безводный MgSO4, либо безводный KHSO4); 



 Оксид серебра (Ag2O), аммиачный раствор; 



 Осмиевая кислота, 1% раствор; 



 Фуксинсернистая кислота, раствор; 



 Судан III, раствор; 



 Медный реактив: СН3СООН / СuNO3 / триэтаноламин в соотношении 1 / 



10 / 9; 











 Диэтилдитиокарбамат (ДЭТК), 0.1% раствор в н-бутаноле; 



 Реактив Либерман-Бурхард; 



 Мыло, раствор; 



 Бромная вода; 



 Сера, порошок; 



 Сахароза, 5% раствор; 



 Эфир; 



 Керосин (бензин); 



 Хлороформ; 



 Спирт (этиловый), 96%; 



 Серная кислота (H2SO4), конц.; 



 Соляная кислота (HCl) , 10% раствор; 



 Пальмитиновая (стеариновая) кислота, 



стандартный раствор, 50 мкг/мл; 



 Холестерол, стандартный раствор, 4.68 



ммоль/л; 



 Вода дистиллированная. 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 











ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 



 



ЛИПИДЫ 
 



Липиды составляют вместе с белками и углеводами основную массу 



органического вещества живой клетки. В высокой концентрации липиды 



(особенно фосфолипиды) обнаруживаются в различных органах животных и 



человека: в головном и спинном мозге, крови, печени, сердце, почках и 



других органах. Эти соединения входят в состав всех структурных элементов 



клетки, в первую очередь клеточных (плазматических) мембран и мембран 



субклеточных частиц. С участием липидов протекают такие важнейшие 



биохимические процессы, как передача нервных импульсов, активный 



перенос через мембраны, транспорт жиров в плазме крови и многие 



ферментативные процессы, особенно те, которые связаны с транспортом 



электронов и системой окислительного фосфорилирования. 



Многообразие функций липидов в жизни клетки определяет ту важную 



роль, которую они выполняют в энергетических процессах, в защитных 



реакциях организма, его развитии и старении, в развитии различных 



патологических состояний и т.д. 



В структурном отношении липиды и многие жироподобные вещества 



(называемые иногда липоидами) представляют собой весьма гетерогенную 



группу органических соединений, которые, тем не менее, так или иначе 



связаны с длинноцепочечными карбоновыми (высшими жирными) 



кислотами. Наиболее общими свойствами липидов являются: 



во-первых, их нерастворимость в воде (хотя среди липидов имеются 



такие, которые способны образовывать в полярных растворителях 



относительно устойчивые эмульсии; 



во-вторых, их растворимость в неполярных растворителях – эфире, 



хлороформе, бензоле. 
 



Классификация и структура липидов 
 



В последние десятилетия были достигнуты значительные успехи в 



изучении химии и биохимии липидов. Однако до настоящего времени 



отсутствуют строгая классификация липидов и критерии принадлежности к 



данному классу биологически активных природных соединений. Так, к 



липидам пытаются отнести все вещества гидрофобного характера, включая 



не только производные высших жирных кислот, спиртов и альдегидов, но и 



терпены, стероиды, жирорастворимые витамины, пигменты и другие группы 



липофильных соединений клетки. Часто классификацию липидов 



осуществляют также на основе их растворимости, что, впрочем, совершенно 



не отражает их строения. 











Отсутствие единой классификации липидов, по-видимому, в первую 



очередь обусловлено крайним разнообразием их структурных компонентов. 



В состав липидов входят высшие жирные кислоты, спирты, в том числе 



высшие жирные спирты, альдегиды, различные полиолы, углеводы, 



азотистые основания, аминодиолы, холестерол, аминокислоты, фосфорная и 



фосфоновая кислоты и другие соединения, между которыми могут 



образовываться разнообразные связи (сложноэфирная, простая эфирная, 



гликозидная, амидная, фосфодиэфирная, фосфоноэфирная и другие). Если 



учесть, что эти компоненты могут иметь различную длину цепочки атомов 



углерода, различную степень ненасыщенности, различные функциональные 



группы и различную конфигурацию двойных связей, то станет понятным 



чрезвычайное разнообразие структуры липидов. 



К липидам целесообразно относить природные биологически активные 



производные высших жирных кислот, спиртов и альдегидов. Как правило, 



при классификации липидов в последнее время пользуются именно таким 



определением. На основании указанного подхода, используемого при 



классификации данных соединений, липиды принято подразделять на 



простые или нейтральные липиды, сложные липиды (представленные, 



главным образом, фосфолипидами), сфинголипиды, а также стерины и 



стериды (стеролы и их эфиры с жирными кислотами). 
 



Простые или нейтральные липиды 
 



Простые или нейтральные липиды, в свою очередь, подразделяют на 



жиры (триацилглицеролы) и воска. Триацилглицеролы представляют собой 



сложные эфиры трех молекул высших жирных кислот с трехатомным 



спиртом глицеролом. В зависимости от насыщенности или ненасыщенности 



жирных кислот, входящих в состав триацилглицеролов, их делят на 



собственно жиры и масла, соответственно. Триацилглицеролы являются 



основным компонентом жировых депо растительных и животных клеток. 



Важно отметить, что триацилглицеролы – это неполярные, гидрофобные 



соединения, не содержащие заряженных или сильно полярных групп и, 



поэтому, не растворимы в воде. 



Воска – это тоже сложные эфиры, образуемые длинноцепочечными 



насыщенными или ненасыщенными жирными кислотами (с числом атомов 



углерода от 14 до 36) и длинноцепочечными одноатомными спиртами (с 



числом атомов от 16 до 22). У позвоночных животных воска, секретируемые 



кожными железами, выполняют функцию защитного покрытия, которое 



смазывает, смачивает кожу и предохраняет ее от действия воды. У птиц, 



особенно водоплавающих, воска копчиковой железы придают перьевому 



покрытию водоотталкивающие свойства. Воска вырабатываются и 



используются в очень больших количествах морскими организмами, 



особенно планктонными, у которых они служат основной формой 











накопления высококалорийного клеточного топлива. Именно поэтому воска 



играют важную роль в морских пищевых цепях в качестве основного 



источника липидов.  
 



Сложные или полярные липиды (фосфолипиды) 
 



Существует несколько классов сложных мембранных липидов. Они 



отличаются от триацилглицеролов тем, что наряду с углеводородными 



цепями содержат одну или несколько сильно полярных группировок. На этом 



основании их часто называют полярными липидами. Фосфолипиды служат 



основными структурными элементами мембран. Как видно из их названия, 



липиды этой группы содержат фосфор в виде остатка фосфорной кислоты. 



Роль основного фосфолипидного компонента играют фосфоглицериды, в 



состав которых входят два остатка жирных кислот, этерифицирующих 



первую и вторую гидроксильные группы глицерола. Третья гидроксильная 



группа глицерола образует сложноэфирную связь с фосфорной кислотой. 



Кроме того, с остатком фосфорной кислоты сложноэфирной связью связано 



азотистое основание, представленное холином, серином или этаноламином 



или шестиатомным циклическим спиртом инозитолом, что дает возможность 



различать несколько классов фосфолипидов (см. лабораторную работу №11). 



На основании приведенного выше описания фосфолипиды следует отнести к 



группе липидов, которые имеют общее название глицерофосфолипидов или 



фосфоглицеридов. 
 



Сфинголипиды 
 



Следующий важнейший класс мембранных липидов – сфинголипидов – 



также характеризуется наличием полярной «головки» и двух неполярных 



хвостов. Основу структуры сфинголипидов составляет не глицерол, а 



аминоспирт сфингозин (в некоторых случаях его производные) имеющий 



длинную углеводородную цепь с одной двойной связью. В сфинголипидах 



сфингозин связывается с жирной кислотой амидной связью, образуя при этом 



церамид (N-ацилсфингозин). В целом, сфингозин служит предшественником 



ряда длинноцепочечных аминоспиртов, присутствующих в различных 



сфинголипидах. Например, у млекопитающих наиболее часто встречаются 



сфингозин или не имеющий двойной связи дигидросфингозин. В 



сфинголипидах полярная «головка» присоединяется к первичной спиртовой 



группе сфингозина. Выделяют три подкласса сфинголипидов: 



сфингомиелины, цереброзиды и ганглиозиды. 



Наиболее распространенными и просто устроенными сфинголипидами 



являются сфингомиелины, у которых первичная спиртовая группа 



сфингозина этерифицирована фосфорилхолином. Тот факт, что 



сфингомиелины содержат остаток фосфорной кислоты, отчасти дает 











основание относить эти соединения к фосфолипидам. На рис. 10.1 показаны 



пространственные модели фосфоглицерида и сфингомиелина. 
 



 
 



Рисунок 10.1 – Пространственные модели фосфоглицерида (А) и сфингомиелина (В) 
 



Цереброзиды и ганглиозиды часто называют гликолипидами. Как 



следует из этого названия, гликолипиды (цереброзиды и ганглиозиды) – это 



липиды, содержащие углеводную часть. Аминогруппа сфингозина, как и в 



сфингомиелинах, ацилирована жирной кислотой. Отличие гликолипидов от 



сфингомиелина заключается в природе компонента, присоединенного к 



первичному гидроксилу сфингозинового скелета. В гликолипидах в этом 



положении находится один или несколько остатков моносахаридов. 



Простейшими гликолипидами являются цереброзиды, содержащие только 



один остаток моносахарида (чаще всего глюкозу или галактозу). В более 



сложных гликолипидах – ганглиозидах присутствует разветвленная цепочка 



из нескольких (вплоть до семи) остатков моносахаридов. На рис. 10.2 



приведено строение ганглиозида GM1 и более просто устроенных 



ганглиозидов GM2 и GM3. 
 



 



 



 



 



 



 



 



 



Рисунок 10.2 – Строение ганглиозида GМ1 и более простых ганглиозидов GM2 и GM3. 



Сокращения: Gal – галактоза; GalNAc – N-ацетилгалактозамин; Glc – глюкоза; NeuAc – 



N-ацетилнейраминовая кислота. Справа показано упрощенное изображение ганглиозида 











GМ1. Над линиями, обозначающими связи между моносахаридами, указан тип этих 



связей, например β1,4 
 



Стероиды 
 



Стероиды – сложные жирорастворимые соединения, молекулы 



которых состоят из четырех конденсированных колец представляющих собой 



базовое ядро, называемое циклопентанпергидрофенантреном. Подавляющее 



большинство стероидных соединений является производными 



циклопентанпергидрофенантрена, метилированного по 10-ому и 13-ому 



положениям базового ядра (рис. 10.3). 
 



 
 



Рисунок 10.3 – Структура циклопентанпергидрофенантренового ядра стероидов. 



Показано общепринятое обозначение колец и нумерация углеродных атомов стероидов  



 



Важную группу среди них составляют стероиды, несущие в положении С3 



гидроксильную группу и отличающиеся только содержанием атомов 



углерода в боковой цепи, присоединяющейся к атому С17 в кольце D. Это так 



называемые стеролы или стероидные спирты. Данную группу стероидов 



подразделяют на: 



1. стерины, или собственно стеролы, имеющие боковую цепь, состоящую из 



8 атомов углерода. К ним относится, например, холестерин (холестерол); 



2. стериды, представляющие собой сложные эфиры стеринов и высших 



жирных кислот;  



3. желчные кислоты и их соли, обладающие мощным эмульгирующим 



действием на жиры и, соответственно, принимающие непосредственное 



участие в процессах переваривания липидов;  



4. половые гормоны – стероиды-регуляторы, не имеющие боковой цепи; 



5. и, наконец, кортикостероиды, содержащие боковую цепь из двух атомов 



углерода. 



Основная масса стеринов в организме человека представлена 



холестерином – одноатомным циклическим спиртом, содержащим 27 атомов 



углерода и способным образовывать с жирными кислотами сложные жиры 



(холестериды). Холестерин (рис. 10.4) содержится в желчи, в плазме крови 



(3.9-6.5 ммоль/л), входит в состав клеточных мембран, определяя их 



вязкость, является компонентом липопротеинов. 
 











 
 



Рисунок 10.4 – Структура холестерола 
 



Предшественники и производные липидов 
 



Сюда относятся жирные кислоты, глицерол, стероиды, прочие спирты 



(кроме глицерола, сфингозина и стеролов), альдегиды жирных кислот и 



кетоновые тела, углеводороды, жирорастворимые витамины и гормоны. 
 



Жирные кислоты 
 



Выше приводилось определение в соответствии с которым липиды – 



это природные биологически активные соединения являющиеся 



производными высших жирных кислот, спиртов и альдегидов. Поскольку в 



структурном отношении липиды, представляющие собой гетерогенную 



группу органических соединений, так или иначе, связаны с 



длинноцепочечными карбоновыми кислотами, в настоящем разделе 



целесообразно привести более подробную характеристику жирных кислот 



как непременных компонентов липидов. Высшие жирные кислоты – это 



алифатические карбоновые кислоты, получаемые в основном из природных 



жиров и масел и состоящие из не менее, чем 10 атомов углерода. 



Практически все встречающиеся в естественных условиях жирные кислоты 



содержат четное число атомов углерода, причем чаще всего 16 или 18 



углеродных атомов, образующих неразветвленную цепь (см. таблицу в 



«Приложении» 1). Длинная углеводородная цепь, составляющая «хвост» 



молекулы жирной кислоты, может быть полностью насыщена, т.е. содержать 



только одинарные связи, или может быть ненасыщена, т.е. содержать одну 



или несколько двойных связей. Как правило, ненасыщенные жирные кислоты 



встречаются в животных и растительных тканях в два раза чаще, чем 



насыщенные. В большинстве случаев у ненасыщенных жирных кислот 



имеющаяся двойная связь расположена между 9-м и 10-м атомами углерода и 



обозначается Δ
9
. Дополнительные двойные связи обычно расположены 



между Δ
9
-двойной связью и метильным концом цепи («Приложение» 1). 



Двойные связи практически во всех природных жирных кислотах находятся в 



цис-конфигурации, что приводит к сильному изгибу алифатической цепи, 











хотя могут присутствовать жирные кислоты с двойными связями в транс-



конфигурации (рис. 10.5). 
 



 
Рисунок 10.5 – Пространственные модели стеариновой кислоты (С18, насыщенная) (А),  



олеиновой кислоты (С18, ненасыщенная) с двойной связью в цис-конфигурации 



обусловливающей изгиб углеводородной цепи (Б) и элаидиновой кислоты (С18, 



ненасыщенная) с двойной связью в транс-конфигурации (В).  



 



Жирные кислоты с несколькими двойными связями (такие, как, 



например, арахидоновая кислота, содержащая четыре двойные связи) имеют 



несколько изгибов цепи, и их молекулы обладают большей жесткостью, чем 



молекулы насыщенных жирных кислот; последние благодаря свободному 



вращению вокруг одинарных связей характеризуются большей гибкостью и 



большей длиной. При температуре тела насыщенные жирные кислоты в ряду 



С12 – С24 находятся в твердом воскообразном состоянии, в то время как 



ненасыщенные жирные кислоты представляют собой жидкости. В табл. 10.1 



показана взаимосвязь температуры плавления жирных кислот от длины 



углеводородной цепи и степени их ненасыщенности. 



Ненасыщенные жирные кислоты, входящие в состав жиров 



подразделяют в соответствии со степенью их ненасыщенности следующим 



образом: 



1. мононенасыщенные (моноеновые) жирные кислоты, имеющие одну 



двойную связь; 



2. полиненасыщенные (полиеновые) жирные кислоты, имеющие две, три и 



четыре двойные связи; 



3. эйкозаноиды (приставка эйкоза- означает присутствие 20 атомов углерода 



в жирной кислоте). Эти соединения образуются из эйкозаполиеновых 



жирных кислот и подразделяются на простаноиды и лейкотриены. 



Простаноиды включают простагландины, простациклины и тромбоксаны. 



Простаноиды образуются путем циклизации определенного участка в 



центре углеводородной цепи у эйкозаполиеновых жирных кислот 



(например, арахидоновой) с образованием циклопентанового кольца. К 



кольцу могут быть присоединены различные группы (кетогруппы, 



гидроксигруппы и другие). Тромбоксаны также содержат атомы кислорода 











в своем циклопентановом кольце. При образовании лейкотриенов 



циклизация не происходит, а соответствующие ферменты осуществляют 



встраивание кислорода по двойным связям жирных кислот; 



4. другие ненасыщенные жирные кислоты представлены различными 



соединениями, содержащими, в частности, гидроксильные группы или 



циклические группы. 
Таблица 10.1 



Физические свойства некоторых природных жирных кислот 



 



Тривиальное название Число атомов углерода Температура плавления, °С 



Насыщенные жирные кислоты 



Лауриновая кислота 12 44,2 



Миристиновая 14 53,9 



Пальмитиновая 16 63,1 



Стеариновая 18 69,6 



Арахиновая 20 76,5 



Лигноцериновая 24 86,0 



Ненасыщенные жирные кислоты 



Пальмитолеиновая (1 дв. 



связь) 



16 –0,5 



Олеиновая (1 дв. связь) 18 13,4 



Линолевая (2 дв. связи) 18 –5,0 



Линоленовая (3 дв. связи) 18 –11,0 



Арахидоновая (4 дв. связи) 20 –49,5 



 



Свободные жирные кислоты нерастворимы в воде, однако поскольку 



эти соединения являются, по существу, карбоновыми кислотами, имеющими 



карбоксильную группу, они способны образовывать соли с моно- и 



дивалентными катионами металлов такими, как K
+
, Na



+
, Ca



2+
, Mg



2+
. 



Натриевые и калиевые соли жирных кислот получили название мыл. Мыла 



представляют собой амфипатические вещества: их ионизованная 



карбоксильная группа формирует полярную «головку», а алифатическая 



углеводородная цепь – неполярный, гидрофобный «хвост».  Амфипатические 



соединения являются поверхностно-активными веществами (ПАВ) 



проявляющими свойства детергентов (или эмульгаторов). Данные 



соединения способны эмульгировать нерастворимые в воде масла и жиры, 



встраивая свои алифатические «хвосты» в капли жира, при этом полярные 



«головки» мыла взаимодействуют с водой. Этим самым мыла переводят 



гидрофобные частицы в растворимое в воде состояние, что позволяет легко 



удалить их с загрязненной поверхности. Наиболее широкое распространение 



получили твердые (натриевые соли жирных кислот) и жидкие (калиевые соли 



жирных кислот) мыла, благодаря тому обстоятельству, что именно натриевые 



и калиевые соли жирных кислот хорошо растворимы в воде. Описывая 



физико-химические свойства мыл, следует отметить, что при попытке их 



растворения в жесткой (например, водопроводной) воде, они теряют свою 











растворимость и выпадают в виде белых хлопьев. При этом их моющая 



способность резко снижается. Утрата детергентных свойств мыл в жесткой 



воде объясняется присутствием в ней ионов Ca
2+



 и Mg
2+



 в значительной 



концентрации, что приводит к образованию нерастворимых в воде 



кальциевых и магниевых солей жирных кислот 



Свободные жирные кислоты легко образуются при взаимодействии 



мыла с сильными неорганическими кислотами (например, соляной). 



Уравнение такой реакции выглядит следующим образом: 
 
 



R-COONa + HCl  R-COOH + NaCl 
 



Жиры (триацилглицеролы) 
 



Триацилглицеролы – наиболее простые и широко распространенные 



липиды, содержащие жирные кислоты. Другие часто употребляемые 



названия этих липидов – жиры, нейтральные жиры или триглицериды. Такие 



липиды состоят из трехатомного спирта глицерола и присоединенных к нему 



сложноэфирными связями одного, двух или трех остатков 



длинноцепочечных жирных кислот. При этом образуются так называемые 



моно-, ди- и триацилглицеролы, соответственно. Количество жирных кислот, 



а также их качественный состав (число атомов углерода в цепи; наличие или 



отсутствие двойных связей, а также их количество) зависит от вида жира. 



Большинство природных жиров – смешанные триацилглицеролы (рис. 10.6). 
 



 



 
 



Глицерол 



(глицерин) 



Триацилглицерол 



        



Рисунок 10.6 – Структура триацилглицерола 



 



Физические свойства жиров организма в основном зависят от длины 



углеродных цепей составляющих их жирных кислот, а также степени их 



ненасыщенности. Так, точка плавления жирных кислот с четным числом 



атомов углерода повышается с ростом длины цепи и падает при увеличении 



степени ненасыщенности (см. табл. 1). Таким образом, чем больше в составе 



триацилглицерола ненасыщенных жирных кислот, тем при нормальных 



условиях его состояние ближе к жидкому (например, если все три жирные 



кислоты насыщенные, то жир имеет твердую консистенцию, если все 



ненасыщенные – жидкую, называемую маслом). 











Для выявления содержания в данном жире ненасыщенных жирных 



кислот, а также степени их ненасыщенности можно использовать бромную 



воду. Обесцвечивание бромной воды свидетельствует о присутствии  в 



растворе соединений, содержащих двойные связи. Это обусловлено 



протеканием процесса бромирования данных соединений по их двойным 



связям и расходованием брома. 



Жиры относятся к нейтральным липидам т.е. не несут заряда и 



обладают резко выраженными гидрофобными свойствами. Поэтому жиры не 



растворимы в воде и плохо растворимы в других полярных растворителях. 



Данные соединения хорошо растворяются в неполярных органических 



растворителях таких, как эфиры, хлороформ, керосин и другие. 



Триацилглицеролы способны образовывать довольно устойчивые 



эмульсии при их растворении в растворе мыла. Эмульгирующие свойства 



мыл, лежащие в основе их применения в качестве моющих средств, были 



рассмотрены выше. Эмульгирование жира может также происходить в 



растворе щелочи т.к. свободные жирные кислоты, всегда присутствующие в 



небольшом количестве в любом жире, реагируют со щелочью, образуют 



мыла, и эмульгируют жир. Механизм эмульгирования жиров в растворе 



соды сходен с механизмом эмульгирования в растворе щелочи. В растворах 



белков образуются растворимые в воде липопротеиновые конгломераты в 



составе которых гидрофильные участки белков экспонированы наружу, а 



гидрофобные участки и жиры располагаются внутри и не контактируют с 



водой. Наконец, одними из наиболее мощных эмульгаторов жиров являются 



желчные кислоты и их соли, которые в своем составе имеют как 



гидрофобные, так и гидрофильные участки и, поэтому, способны действовать 



как сильные ионные детергенты. 



Важным свойством жиров и масел является их способность 



гидролизоваться под действием щелочей с высвобождением глицерола и 



свободных солей жирных кислот (мыл). Эта реакция получила название 



омыления (рис. 10.7). 
 



 
Триацилглицерол Глицерол Натриевые соли 



жирных кислот 



(твердые мыла) 
 



Рисунок 10.7 – Уравнение реакции омыления триацилглицеролов 
 



Омыление триацилглицеролов раствором щелочи протекает в течение 



нескольких часов из-за нерастворимости жира в воде и значительно быстрее 



(примерно четверть часа) в водно-спиртовом растворе, так как жир 











растворяется в горячем спирте и этим достигается лучшее взаимодействие 



молекул жира и щелочи. 
 



Химические свойства липидов 
 



Качественные реакции на жиры 
 



Акролеиновая проба 



Данная проба проводится для обнаружения в липидах глицерола. При 



нагревании глицерола в присутствии водоотнимающих средств 



(гидросульфата калия, борной кислоты либо сульфата магния) происходит 



образование непредельного акрилового альдегида – акролеина: 
 



СН2ОН–СНОН–СН2ОН  СН2=СН–СНО + 2Н2О 
 



 Акролеин имеет специфический раздражающий запах. Обнаружить 



присутствие данного соединения в выделяемых парах можно также по 



реакции с аммиачным раствором оксида серебра. Имеющий альдегидную 



группу акролеин способен восстанавливать Ag2O до металлического серебра, 



вызывая почернение участка фильтровальной бумаги, смоченной в 



аммиачном растворе оксида серебра. Механизм данной реакции аналогичен  



механизму реакции «серебряного зеркала», характерной для 



восстанавливающих моносахаридов. Точно также качественной реакцией на 



альдегидную группу акролеина может служить реакция с фуксинсернистой 



кислотой. В этом случае фильтровальная бумага, смоченная в растворе 



фуксинсернистой кислоты и выдержанная в парах акролеина, приобретает 



ярко-розовую окраску. 



Липиды, не содержащие глицерола (воска, стероиды и др.) 



акролеиновой пробы не дают. В частности, при проведении этой реакции с 



воском образование акролеина не происходит. 
 



Пробы с осмиевой кислотой и суданом III 



Осмиевая кислота и судан III являются специфическими красителями 



на жиры и часто используются для окрашивания образцов в микроскопии. В 



случае осмиевой кислоты жир приобретает черную окраску, а краситель 



судан III окрашивает жиры в различные оттенки красного цвета. 
 



Количественное определение жирных кислот c диэтилдитиокарбаматом 
 



При взаимодействии жирных кислот с медь-триэтаноламиновым 



реактивом (уксусная кислота : нитрат меди : триэтаноламин в соотношении 1 



: 10 : 9) образуются медные соли жирных кислот. В свою очередь медные 



соли жирных кислот способны образовывать с диэтилдитиокарбаматом 



натрия (ДЭДТК) [(C2H5)2NCSSNa] окрашенные комплексные соединения, 











интенсивность окраски которых пропорциональна концентрации свободных 



жирных кислот. 



 
Диэтилдитиокарбамат натрия 



 



Качественные реакции на холестерол 
 



Рассматриваемые в данной работе качественные реакции на холестерол 



(реакции Шиффа, Сальковского и Либермана-Бурхарда) сходны друг с 



другом по природе химических превращений. Под действием серной кислоты 



происходят дегидратация и окисление холестерола. В результате этого две 



молекулы холестерола, потерявшие по одной молекуле воды, соединяются 



между собой по третьему атому углерода, образуя вещества, 



соответствующие суммарным формулам С54Н86 и С54Н88 (в зависимости от 



положения двойных связей). Эти непредельные углеводороды с 



сопряженными двойными связями дают различные производные с серной 



кислотой и уксусным ангидридом. Указанные реакции характерны не только 



для холестерола, но и для других стеролов, а также для холевой кислоты. 
 



Реакция Шиффа 



При наслаивании концентрированной серной кислоты на раствор 



холестерола, на границе раздела двух жидкостей появляется оранжевое 



кольцо, которое при стоянии переходит в красное. 
 



Реакция Сальковского 



При легком встряхивании полученной в предыдущем опыте смеси 



после отслаивания верхний слой жидкости окрашивается в красный цвет, 



нижний имеет желто-оранжевую окраску с зеленой флуоресценцией 



(жидкость в проходящем свете прозрачна и желто-красного цвета, в 



отраженном свете кажется мутной с зеленым оттенком).  
 



Реакция Либермана-Бурхарда 



При добавлении к раствору холестерола реактива Либермана-Бурхарда 



(смесь серной и уксусной кислот, а также уксусного ангидрида) вначале 



появляется красное окрашивание, которое затем переходит в фиолетовое, 



синее и зеленое. При незначительном содержании холестерола в растворе 



сразу появляется зеленое окрашивание.  
 



Количественное определение общего холестерола 
 











Метод Илька 
Принцип метода основан на реакции Либермана-Бурхарда: холестерол 



в присутствии уксусного ангидрида и смеси уксусной и серной кислот дает 



зеленое окрашивание с интенсивностью, пропорциональной концентрации 



холестерола.  
 



Методы определения желчных кислот 



 



Желчные кислоты имеют полностью насыщенный стерановый скелет и 



боковую цепь, состоящую из 5 атомов углерода. Известны 4 желчные 



кислоты, из них две первичные и две вторичные. Первичные желчные 



кислоты синтезируются в печени из продуктов распада холестерина и 



поступают в двенадцатиперстную кишку. К первичным желчным кислотам 



относятся: холевая кислота, содержащая гидроксильные группы в 3-, 7- и 12-



ом положениях и хенодезоксихолевая кислота, содержащая только две 



гидроксильные группы в 3- и 7-ом положениях. 



Вторичные желчные кислоты синтезируются в кишечнике из 



первичных желчных кислот под действием ферментов микрофлоры 



кишечника. К ним относятся: дезоксихолевая кислота, имеющая 



гидроксильные группы в 3- и 12-ом положениях и литохолевая, содержащая 



гидроксильную группу только в 3-ем положении. 



В желчи содержатся, главным образом, конъюгаты желчных кислот с 



глицином и таурином в виде, например, гликохолевой и таурохолевой 



кислот.  



Амфифильная природа желчных кислот и их солей обусловливает их 



поверхностно-активные свойства и участие в переваривании жиров. 
 



Качественные реакции на желчные кислоты 
 



Проба Гея 



В основе данной пробы лежит способность желчных кислот, 



являющихся поверхностно-активными веществами, снижать поверхностное 



натяжение водного раствора. В связи с этим, порошок серы, помещенный на 



поверхность раствора желчных кислот, тонет, в то время как в воде порошок 



серы не тонет. 
 



Проба Петенкоффера 



Данная реакция основана на образовании окрашенного продукта при 



взаимодействии желчных кислот и оксиметилфурфурола. Последний 



образуется из сахарозы при действии концентрированной серной кислоты. 



При наличии в растворе желчных кислот он приобретает красно-фиолетовую 



окраску. 
 



Контрольные вопросы 











 



1. Биологические функции липидов.  



2. Общие свойства, классификация и номенклатура липидов.  



3. Жирные кислоты. Насыщенные и ненасыщенные жирные кислоты.  



4. Строение и свойства нейтральных жиров. Воска.  



5. Методы оценки физико-химические свойства жиров.  



6. Качественные реакции на жиры.  



7. Количественное определение жиров.  



8. Строение и свойства стероидов. Холестерол и его эфиры.  



9. Желчные кислоты. Их биологическая роль.  



10. Качественные реакции на холестерол, желчные кислоты.  



11. Количественное определение холестерола.  
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ХОД РАБОТЫ 
 



НЕЙТРАЛЬНЫЕ ЖИРЫ 
 



Свойства жиров 



 



Определение непредельности высших жирных кислот 



1. В пробирку помещают 10 капель бромной воды. 



2. Затем добавляют 3 капли масла и смесь встряхивают. 



3. Отмечают изменение окраски бромной воды. Объясняют наблюдаемое 



явление и делают выводы о присутствии непредельных жирных кислот в 



составе данного масла.  
 



Растворение жиров 



1. В 4 пробирки помещают по 3 капли масла (жира). 



2. Затем в первую пробирку приливают 2 мл керосина (бензина), во вторую – 



2 мл хлороформа, в третью – 2 мл эфира, в четвертую – 2 мл спирта. 



3. Отмечают различия в растворимости данного масла (жира) в приведенных 



растворителях. Объясняют получаемые результаты и делают выводы.  
 



Эмульгирование жиров 



1. В 6 пробирок помещают по 3 капли масла (жира) и 2 мл воды. 



2. Затем в первую пробирку приливают 5 капель раствора белка, во вторую – 



5 капель NaOH, в третью – 5 капель раствора NaHCO3 (сода), в четвертую 



– 5 капель раствора мыла, в пятую – 5 капель раствора желчи, а шестую 



пробирку оставляют в качестве контроля. 



3. Содержимое пробирок перемешивают. (Если в эксперименте используется 



твердый жир – пробирки предварительно инкубируют в горячей водяной 



бане для его плавления). 



4. Отмечают поведение данного масла (жира) в каждой из пробирок. 



Объясняют полученные результаты и делают выводы.  
 



Омыление (щелочной гидролиз) жиров 



1. Взвешивают 2 г жира (или масла), вносят в пробирку и приливают к нему 6 



мл 15% спиртового раствора NaOH.  



2. Омыление проводят при температуре около 30˚С в течение 10-12 минут.  



3. Для определения окончания реакции омыления несколько капель 



гидролизата вливают в небольшое количество горячей дистиллированной 



воды. При завершившемся омылении гидролизат полностью растворяется 



в воде.  



4. По окончании омыления смесь выливают в фарфоровую чашку, добавляют 



20-30 мл воды. 



5. Затем путем нагревания содержимого чашки на водяной бане удаляют 



спирт, при этом объем раствора уменьшается приблизительно наполовину.  











6. После упаривания раствор доводят до объема 20 мл дистиллированной 



водой. Результирующий раствор используется для получения свободных 



жирных кислот. 
 



Получение свободных жирных кислот 



1. К 3 мл раствора, полученного в предыдущем опыте, добавляют 10% HCl 



до кислой реакции. 



2. Наблюдают образование белой мути, постепенно всплывающей в виде 



жировых капель на поверхности водного слоя (свободные жирные 



кислоты).  



3. Добавляют 5 мл эфира, отверстие пробирки закрывают пробкой и 



встряхивают. Жировые капли растворяются, водный слой становится 



прозрачным.  



4. Осторожно отсасывают эфирный слой пипеткой и переносят несколько 



капель на предметное стекло. После испарения эфира на стекле остается 



налет. 
 



Качественные реакции на жиры 



 



Акролеиновая проба на жиры 



1. В пробирку вносят 3 капли масла (жира) и добавляют пятикратное 



количество безводного гидросульфата калия (либо безводного сульфата 



магния, либо борной кислоты).  



2. Пробирку осторожно нагревают до появления белых густых паров. 



3. Отмечают (осторожно!) резкий раздражающий запах акролеина. 



4. В пары вносят кусочек фильтровальной бумаги, смоченный аммиачным 



раствором оксида серебра. 



5. Отмечают изменение окраски фильтровальной бумаги. Объясняют 



полученный результат. 



6. Затем в пары вносят кусочек фильтровальной бумаги, смоченный 



фуксинсернистой кислотой. 



7. Отмечают изменение окраски фильтровальной бумаги. Объясняют 



полученный результат. 



8. Такой же эксперимент (пункты 1-7) проводят с кусочком воска. 



9. Делают выводы о строении используемого в данном опыте жира и воска. 
 



Проба с осмиевой кислотой 



1. На предметное стекло наносят 1 каплю масла. 



2. В нее вносят 1 каплю 1% раствора осмиевой кислоты. 



3. Отмечают изменение окраски. Объясняют полученный результат и делают 



выводы.  
 



Проба с суданом III 



1. На предметное стекло наносят 1 каплю масла. 











2. В нее вносят 1 каплю  раствора судана III. 



3. Отмечают изменение окраски. Объясняют полученный результат и делают 



выводы.  
 



СТЕРОИДЫ 
 



Качественные реакции на холестерол 



 



Реакция Шиффа 



1. В пробирку наливают 10 капель 1% хлороформного раствора холестерола. 



2. Далее добавляют равный объем концентрированной серной кислоты 



(осторожно, по стенке пробирки).  



3. Отмечают появление окрашенного кольца на границе слоев, а также 



изменение окраски со временем.  Объясняют наблюдаемое явление и 



делают выводы. 
 



Реакция Сальковского 



1. После проведения пробы Шиффа жидкость осторожно встряхивают, 



перемешивая содержимое пробирки 



2. Отмечают окрашивание различных частей раствора (после отстаивания), а 



также изменение окраски со временем.  Объясняют полученный результат 



и делают выводы. 
 



Реакция Либермана-Бурхарда 



1. В пробирку вносят 10 капель 1%-го раствора холестерола в хлороформе.  



2. Затем добавляют 5 капель реактива Либермана-Бурхарда.  



3. Содержимое пробирки осторожно встряхивают и помещают в баню при 



температуре 40˚С на 2 мин или оставляют при комнатной температуре на 



10 мин.  



4. Отмечают изменение окраски. Объясняют полученный результат и делают 



выводы.  
 



Качественные реакции на желчные кислоты 



 



Проба Гея 



1. В пробирку вносят 3 мл раствора желчных кислот, во вторую – 3 мл воды. 



2. Затем добавляют по 1 шпателю порошка серы.  



3. Отмечают различное поведение серы в присутствии и отсутствие желчных 



кислот. 
 



Проба Петенкоффера 



1. В пробирку наливают 2 мл раствора желчных кислот. 



2. Затем добавляют 0,5 мл 5% раствора сахарозы.  











3. Осторожно, по стенке пробирки, добавляют 1 мл концентрированной 



серной кислоты. 



4. Оставляют на 15 мин пробирку в штативе. 



5. Отмечают появление окраски. Объясняют полученный результат и делают 



выводы. 
 



МЕТОДЫ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЖИРНЫХ 



КИСЛОТ И ХОЛЕСТЕРИНА 



 



Количественное определение жирных кислот 



 



Количественное определение жирных кислот с диэтилдитиокарба-



матом 



1. В одну пробирку вносят 0,5 мл образца, в другую 0,5 мл стандартного 



раствора пальмитиновой (стеариновой) кислоты. 



2. В обе пробирки добавляют по 5 мл хлороформа и по 2,5 мл медного 



реактива.  



3. Пробирки закрывают полиэтиленовыми пробками и встряхивают 3 мин. 



4. Далее, не открывая пробирки, пробы центрифугируют 15 мин при 3000 



об/мин. В результате жидкость разделяется на 3 фазы: медный раствор, 



водная фаза (верхняя); белковая фаза (средняя); органическая фаза 



(нижняя). 
 



 Примечание: Если полученная нижняя органическая фаза не прозрачна 



(т.е. в ней присутствует белок) – тонкой стеклянной палочкой обводят по 



стенкам пробирки так, чтобы белок прилип к ней.  
 



5. Затем 3 мл нижнего слоя отбирают в отдельную пробирку с помощью 



шприца с длинной иглой.  



6. К 3 мл отобранной фракции добавляют 0,5 мл 0,1% раствора ДЭДТК в н-



бутаноле. Окраска развивается немедленно.  



7. Оптическую плотность раствора измеряют при 445 нм против холостой 



пробы, содержащей воду.  



8. Концентрацию жирных кислот в образце определяют по формуле: 
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где, С – концентрация жирных кислот в исследуемом образце, А – 



оптическая плотность исследуемой образце, Сст – концентрация 



пальмитиновой (стеариновой) кислоты в стандартном растворе (50 



мкг/мл), Аст – оптическая плотность стандартного раствора. 



 











     Примечание: при определении количества жирных кислот в тканях 



животных, для каждой ткани подбирают соответствующее разведение. 
 



Количественное определение холестерола 



 



Количественное определение общего холестерола методом Илька 



1. Стандартную и опытную пробы готовят в соответствии с приведенной 



ниже таблицей (реактив Либермана-Бурхарда добавляют к сыворотке 



крови и к стандарту медленно по стенке пробирки): 
 
 



Ингредиенты  Опытная 



проба, мл 



Стандартная 



проба, мл 



Сыворотка крови 0,1  



Стандартный раствор холестерола  0,1 



Реактив Либермана-Бурхарда 2,1 2,1 



 



2. Затем пробирки энергично встряхивают и инкубируют в термостате при 



температуре 37˚С в течение 20 мин.  



3. По окончании инкубации немедленно измеряют оптическую плотность в 



пробах  при длине волны 650 нм (красный светофильтр) против воды.  



4. Расчеты выполняют по формуле: 
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где Сст – концентрация стандартного раствора холестерола (ммоль/л). 
 



Оформление работы 



К  занятию: 



1. Кратко законспектировать теоретические данные по лабораторной работе. 



Во  время занятия: 



2. Описать этапы работы. 



3. Описать результаты.  



4. Сделать выводы. 











ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА № 11 



 
Тема: Фосфолипиды. Физико-химические свойства фосфолипидов. 



Изучение химического состава фосфолипидов 



Цель 



работы 



Освоение методов идентификации и установления 



химического состава фосфолипидов  



 



Оборудование и материалы: 
 



 Водяная баня; 



 Плитка электрическая; 



 Горелка спиртовая; 



 Микроскоп; 



 Пипетки стеклянные на 1 мл и 5 мл; 



 Микропипетки автоматические; 



 Цилиндры мерные на 250 мл и 100 мл; 



 Стаканы на 50 мл и 100 мл; 



 Воронки; 



 Пробирки стеклянные химические; 



 Штативы для пробирок; 



 Ступка с пестиком; 



 Тигель; 



 Предметное стекло; 



 Бумага фильтровальная; 



 Палочки стеклянные; 



 Бумага индикаторная лакмусовая. 
 



 Реактивы: 
 



 Яйцо; 



 Гидроксид натрия (NaOH), 10% раствор; 



 Карбонат натрия (Na2CO3), крист.; 



 Нитрат калия (KNO3), крист.; 



 Молибденовый реактив: 



  молибдат аммония ([NH4]2MoO4), 15% раствор / HNO3( конц.)  



  в соотношении 110/ 90; 



 Магнезиальная смесь:  



 MgCl2 (10%), NH4Cl (20%), NH4OH; 



 Хлорид кадмия (CdCl2), насыщ. спиртовой раствор; 



 Борная кислота, крист. (либо безводный MgSO4, либо безводный KHSO4); 



 Эфир; 



 Спирт (этиловый), 96%; 



 Ацетон; 



 Соляная кислота (HCl) , 10% раствор; 











 Азотная кислота (HNO3) , 10% раствор; 



 Вода дистиллированная. 











ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 



 



ФОСФОЛИПИДЫ 
 



Существует несколько классов мембранных липидов. Они отличаются 



от триацилглицеролов тем, что наряду с углеводородными цепями содержат 



одну или несколько сильно полярных «головок». На этом основании 



мембранные липиды часто называют также полярными липидами. В 



наибольшем количестве в мембранах присутствуют полярные липиды 



представленные фосфолипидами. Фосфолипиды являются производными 



либо трехатомного спирта глицерола, либо более сложного аминоспирта 



сфингозина. Фосфолипиды, которые являются производными глицерола 



получили название фосфоацилглицеролов. Эти соединения состоят из 



глицерола (в качестве основы всей структуры), двух остатков жирных 



кислот и фосфорилированного спирта. В фосфоацилглицеролах 



гидроксильные группы при С1 и С2 атомах в глицероле этерифицированы 



карбоксильными группами двух жирных кислот. Третья гидроксильная 



группа глицерола этерифицирована фосфорной кислотой. Образующееся 



при этом соединение является простейшим фосфоацилглицеролом и 



называется диацилглицерол-3-фосфатом или фосфатидной кислотой. Это 



соединение представляет собой ключевой промежуточный продукт для 



биосинтеза других более сложных фосфолипидов. Все основные 



мембранные фосфолипиды образуются путем этерификации фосфатной 



группы фосфатидной кислоты с гидроксильными группами спиртов, таких, 



как серин, этаноламин, холин, глицерол и инозитол. Таким образом, к 



фосфолипидам относятся фосфатидная кислота,  фосфатидилсерин,  



фосфатидилэтаноламин,  фосфатидилхолин, фосфатидилглицеролы и 



фосфатидилинозитол, соответственно. Единственный фосфолипид 



мембран, не являющийся производным глицерола – это сфингомиелин. 
 



Фосфатидная кислота и фосфатидилглицеролы 
 



Исходным соединением для всех фосфоацилглицеролов (т.е. 



фосфолипидов) служит, как уже упоминалось, фосфатидная кислота (рис. 



11.1). В свободном виде это соединение встречается в крайне 



незначительных количествах. С другой стороны, фосфатидная кислота 



является важнейшим промежуточным соединением в процессах биосинтеза 



триацилглицеролов и множества фосфолипидов. 



Крайне интересными фосфолипидами являются так называемые 



кардиолипины, которые представляют собой «двойные» 



фосфатидилглицеролы (рис. 11.2). Главной особенностью кардиолипинов 



является то, что эти соединения локализуются, главным образом во 



внутренней мембране митохондрий.   











 



 
Фосфатидная кислота 



 



Рисунок 11.1 – Структурная формула фосфатидной кислоты. Следует отметить, что 



второй углеродный атом (С2) глицерола в молекуле фосфатидной кислоты 



асимметричен и имеет L-конфигурацию  



 



Кардиолипин – фосфолипид, входящий в состав митохондриальных 



мембран. Он образуется из двух молекул фосфатидной кислоты, которые 



соединены друг с другом «мостиком», представленным остатком глицерола. 
 



 
Кардиолипин 



 



Рисунок 11.2 – Кардиолипин («двойной» фосфоглицерид) содержится в больших 



количествах в мембранах митохондрий. Символами R с соответствующими индексами 



обозначены углеводородные цепи разных длинноцепочечных жирных кислот  



 



Фосфатидилхолин (лецитин) 



 



Лецитины, как и нейтральные жиры, содержат глицерол и остатки 



жирных кислот, но в их состав входят также фосфорная кислота и азотистое 



основание – холин. Лецитины широко представлены в клетках различных 



тканей, они выполняют как метаболические, так и структурные функции. 



Большинство данных фосфолипидов, как правило, содержит насыщенный 



ацильный радикал в положении С1 и ненасыщенный радикал в положении 



С2 глицерола. 



При рН 7,0 остаток фосфорной кислоты в лецитинах, а также во всех 



других фосфолипидах несет отрицательный заряд. Кроме того, при рН, 



близких к нейтральным, азотистые основания в составе фосфолипидов ( 



рис. 11.3, 11.4, 11.6) могут нести один или несколько электрических 



зарядов. Таким образом, фосфолипиды содержат группировки двух разных 



типов, а именно полярные гидрофильные «головки» и неполярные 



гидрофобные хвосты. Такие соединения называют амфипатическими 



веществами.  











 



 
Фосфатидилхолин 



 



Рисунок 11.3 – Структурная формула наиболее распространенного фосфолипида – 



фосфатидилхолина 



 



Фосфатидилэтаноламин (кефалин) 



 



Кефалины отличаются от лецитинов только тем, что у них азотистое 



основание холин представлено другим азотистым основанием – 



этаноламином.  
 



 
Фосфатидилэтаноламин 



 



Рисунок 11.4 – Структурная формула фосфатидилэтаноламина  



 



Фосфатидилинозитол 



 



В состав фосфатидилинозитола кроме глицерола, двух остатков 



жирных кислот и остатка фосфорной кислоты входит шестиатомный 



циклический спирт инозитол. Инозитол в этом соединении представлен 



одним из своих стереоизомеров – миоинозитолом. Кроме собственно 



фосфатидилинозитола, в клетках присутствует его фосфорилированная 



форма, представленная фосфатидилинозитол-4,5-дифосфатом, который 



также является важным компонентом клеточных мембран. Данное 



соединение обладает ярко выраженными физиологическими эффектами. В 



частности фосфатидилинозитол-4,5-дифосфат принимает участие в 



физиологической регуляции процессов секреции, осуществляемой с 



помощью секретогенных соединений, которые взаимодействуют с 



соответствующими рецепторами на базальной стороне экзокринных клеток. 



Например, в результате связывания ацетилхолина или холецистокинина со 



своими рецепторами на базальной стороне экзокринных клеток происходит 











активация внутриклеточной фосфатидилинозитол-специфичной 



фосфолипазы С, которая расщепляет фосфатидилинозитол-4,5-дифосфат с 



образованием инозитол-1,4,5-трифосфата и диацилглицерола. Последние, 



в свою очередь, инициируют, соответственно, высвобождение Ca
2+



 из 



эндоплазматического ретикулума в цитозол (инозитол-1,4,5-трифосфат) или 



активируют протеинкиназу С (диацилглицерол), что, в конечном итоге, 



обеспечивает выброс белковых продуктов из экзокринных клеток. Таким 



образом, оба этих соединения действуют как внутриклеточные вторичные 



мессенджеры передачи сигнала.  
 



 
Фосфатидилинозитол 



 



Рисунок 11.5 – Структурная формула фосфатидилинозитола   



 



Фосфатидилсерин 



 



В тканях находится также родственный кефалину фосфолипид, 



содержащий вместо этаноламина остаток аминокислоты серина. 
 



 
Фосфатидилсерин 



 



Рисунок 11.6 – Структурная формула фосфатидилсерина 



 



Сфингомиелины 
 



Сфингомиелины в больших количествах встречаются в нервной ткани. 



При гидролизе сфингомиелинов образуются жирная кислота, фосфорная 



кислота, холин и сложный аминоспирт сфингозин. 
 











 
 



В составе этих соединений глицерол отсутствует. При взаимодействии 



сфингозина с жирной кислотой (посредством амидной связи) образуется 



базовая структура сфингомиелинов, получившая название церамида. 



Церамид обнаруживается также в составе гликолипидов. 
 



 



 
 



Рисунок 11.7 – Структурные формулы церамида и сфингомиелина  



 



Благодаря присутствию фосфохолина в составе сфингомиелинов, 



последние часто относят к фосфолипидам. Однако, вследствие того, что 



гидрофобная часть этих молекул представлена церамидом, сфингомиелины 



более целесообразно считать сфинголипидами. 
 



Сфинголипиды (гликосфинголипиды) 
 



Гликолипиды широко представлены в тканях, особенно в нервной 



ткани, в частности в ткани мозга. Они локализованы преимущественно на 



наружной поверхности плазматических мембран, где их углеводные 



компоненты входят в число других углеводов клеточной поверхности. 



Главной формой гликолипидов в животных тканях являются 



гликосфинголипиды. Они построены из церамида и одного или нескольких 



остатков моносахаридов. На основании строения углеводного компонента 



гликолипидов их делят на цереброзиды и ганглиозиды. Двумя простейшими 



соединениями, относящимися к цереброзидам, являются галактоцереброзид 



(галактозилцерамид) и глюкоцереброзид (глюкозилцерамид). Как следует из 



названия этих гликолипидов, они включают церамид и только один 



углеводный остаток. Галактозилцерамид – главный гликосфинголипид мозга 











и других нервных тканей, в небольших количествах встречается также во 



многих других тканях. В его состав обычно входят различные С24-жирные 



кислоты. Галактозилцерамид также присутствует в виде сульфопроизводного 



сульфогалактозилцерамида, который в больших количествах содержится в 



миелине. Простые гликосфинголипиды, входящие в состав тканей, отличных 



от нервной, представлены главным образом глюкозилцерамидом, хотя в 



небольших количествах глюкозилцерамид обнаруживается также в нервной 



ткани. 
 



 
 



Рисунок 11.8 – Структура галактоцереброзида (R2 = H) и его cульфатида – 



сульфогалактоцереброзида (R2 = SO
2–



4) 



 



Более сложными гликосфинголипидами являются ганглиозиды, 



которые образуются из глюкозилцерамида посредством присоединения к 



нему дополнительных остатков моносахаридов. Ганглиозиды – это 



гликосфинголипиды, содержащие, кроме того, еще один или несколько 



остатков сиаловой кислоты. В тканях человека доминирующей сиаловой 



кислотой является нейраминовая кислота, которая часто ацетилирована 



(лабораторная работа № 10). Остатки N-ацетилнейраминовой кислоты 



встречаются также в олигосахаридных боковых цепях некоторых 



мембранных гликопротеидов. 



В сером веществе мозга ганглиозиды составляют около 6% 



мембранных липидов. Они обнаруживаются также, хотя и в меньших 



количествах, в мембранах клеток других (не нервных) тканей. Например, 



ганглиозид GМ1 является рецептором холерного токсина в эпителии 



кишечника человека. Ганглиозиды – важные компоненты расположенных на 



поверхности клеточных мембран специфических рецепторных участков. 



Так, они находятся в тех специфических участках нервных окончаний, где 



происходит связывание молекул нейромедиатора в процессе химической 



передачи импульса от одной нервной клетки к другой. 



Наиболее простым по строению ганглиозидом, встречающимся в 



нервной ткани, является ганглиозид GМ3 (аббревиатура GМ3 означает: G – 



ганглиозид, М – моносиаловое соединение, индекс 3 – порядковый номер 



фракции, элюирующейся при хроматографическом разделении 



ганглиозидов). Ганглиозид GМ3 состоит из церамида, одного остатка 



глюкозы, одного остатка галактозы и одного остатка нейраминовой кислоты. 











Структура более сложного ганглиозида GМ1, образующегося из GМ3, показана 



на рис. 11.9 и на рис. 10.2. (лабораторная работа №10).  
 



  
Ганглиозид GМ3 Ганглиозид GМ1 



 



Рисунок 11.9 – Структура ганглиозидов GМ3 и GМ1 



 



Как видно из рисунка, ганглиозиды GМ1 и GМ3 содержат только по 



одному остатку N-ацетилнейраминовой кислоты. В то же время другие 



ганглиозиды могут содержать от одного до пяти остатков сиаловой кислоты: 



их называют, соответственно, моно-, ди-, трисиалоганглиозиды и т.д. 
 



Амфипатические свойства липидов 
 



 Как известно триацилглицеролы и воска нерастворимы в воде, 



поскольку состоят преимущественно из гидрофобных (углеводородных) 



цепей. Однако жирные кислоты (в первую очередь их соли), фосфолипиды, 



сфинголипиды, желчные кислоты в виде солей и, в меньшей степени, 



холестерол содержат кроме гидрофобных «хвостов» полярные 



«гидрофильные» группы. Таким образом, одна часть их молекул гидрофобна 



(нерастворима в воде) а другая – гидрофильна (растворима в воде). Такие 



молекулы называют амфипатическими соединениями (рис. 11. 10). 
 



 



 



 
 











Рисунок 11.10 – Структура амфипатических (амфифильных) соединений 



фосфатидилхолина и сфингомиелина. В верхней части рисунка приводится 



схематическое изображение амфипатического липида, где волнистые линии обозначают 



два гидрофобных «хвоста», а шарик иллюстрирует гидрофильную «головку» 



 



Представляет особый интерес поведение фосфолипидов и 



гликолипидов в водной среде. При смешивании амфипатических веществ с 



водой, их молекулы спонтанно организуются таким способом, который 



удовлетворяет одновременно двум противоположным свойствам разных 



частей молекул. Они организуются так, что их гидрофильные «головки» 



погружаются в воду, в то время как гидрофобные «хвосты» в контакт с водой 



не вступают, а контактируют только между собой, с воздухом или 



неполярными средами, например, маслом. Благодаря двойственной природе 



амфипатических соединений, в зависимости от среды они способны 



образовывать разнообразные надмолекулярные структуры, к которым 



относятся монослои, мицеллы, обращенные мицеллы, бислойные структуры, 



липосомы и др.  



При встряхивании в воде или водных растворах фосфолипиды и 



гликолипиды спонтанно формируют мицеллы, в которых углеводородные 



«хвосты» липидов спрятаны внутри структуры, а заряженные гидрофильные 



«головки» располагаются на поверхности частиц, взаимодействуя с водным 



окружением (рис. 11.11). С другой стороны, в неполярных растворителях 



фосфолипиды образуют мицеллы, в которых гидрофобные хвосты 



направлены наружу, а гидрофильные головки вовнутрь (обращенные 



мицеллы). 
 



  



 
Мицелла Обращенная мицелла 



 



Рисунок 11.11 – Фосфолипиды и гликолипиды способны в водной фазе спонтанно 



образовывать мицеллы. На рисунке приведено строение типичной мицеллы. Гидрофобные 



«хвосты» полярных липидов формируют внутри мицеллы неполярную область, тогда как 



заряженные «головки», расположенные на поверхности структуры, придают мицелле 



стабильность в водной среде. В неполярных растворителях у обращенных мицелл 



гидрофобные хвосты направлены наружу, а гидрофильные головки вовнутрь 



 











Фосфолипиды способны также растекаться по поверхности водной 



фазы, образуя слой толщиной в одну молекулу – монослой. В таких системах 



углеводородные «хвосты» обращены к воздушной среде избегая, таким 



образом, контакта с водой, а гидрофильные «головки» погружены в 



полярную водную фазу (рис. 11. 12). Соответственно на поверхности раздела 



фаз масло – воздух молекулы полярных липидов располагаются таким 



образом, чтобы полярные группы находились в воздушной среде, а 



неполярные гидрофобные  группы – в масляной фазе.  
 



  
Липидный монослой           Липидный бислой 



 



Рисунок 11.12 – Фосфолипиды и гликолипиды способны образовывать монослои и бислои. 



При образовании бислойных структур гидрофобные «хвосты» полярных липидов 



формируют внутреннюю неполярную область, а заряженные «головки» расположенные 



на каждой стороне бислоя контактируют с водой и обеспечивают его стабилизацию в 



водных растворах  



 



Возможен также способ организации полярных липидов, 



удовлетворяющий их амфипатическим свойствам, посредством образования 



бимолекулярного слоя, или иначе липидного бислоя. В действительности, в 



водной среде большинство фосфолипидов и гликолипидов образуют именно 



бислойные структуры, а не мицеллы. Такое предпочтительное образование 



структуры бислоев имеет огромное значение в биологии. Бислои, 



образованные полярными липидами, считают основой структуры 



биологических мембран. Действительно, размеры мицелл обычно невелики – 



менее 20 нм в диаметре. Бимолекулярные слои, напротив, достигают 



макроскопических размеров, вплоть до миллиметра (10
6
 нм). Именно 



фосфолипиды и гликолипиды являются ключевыми компонентами 



биологических мембран потому, что они легко образуют бимолекулярные 



слои. В зависимости от природы содержащихся в них жирных кислот 



липидные бислои имеют толщину от 6 до 7 нм. Важным является и то, что 



эти бислои, несмотря на жидкое состояние, могут выполнять функцию 



барьеров проницаемости. 



В лабораторных условиях такие бислойные структуры несложно 



получить либо путем сильного встряхивания водных суспензий 



фосфолипидов, либо их обработкой ультразвуком; при этом образуются 



особые структуры – липосомы – замкнутые везикулы, окруженные 











непрерывным липидным бислоем. В настоящее время липосомы служат 



предметом интенсивных исследований, поскольку по своим свойствам они 



очень сходны с природными мембранами. Кроме того, липосомы находят 



применение в медицинской практике, особенно при использовании их в 



комбинации с тканеспецифичными антителами.  
 



 
 



Липосомы могут служить переносчиками лекарств к определенным 



органам. Например, при введении в кровоток липосомы захватываются 



клетками ретикулоэндотелиальной системы, локализованными главным 



образом в костном мозге и селезенке. Указанное обстоятельство позволяет 



использовать липосомы для доставки специфических лекарственных средств 



в ретикулоэндотелиальную систему и таким образом направленно 



воздействовать именно на эту ткань. С этой целью липосомы «нагружают» 



раствором лекарственного препарата и затем вводят в кровь. В 



экспериментах на животных было показано, что использование липосом в 



качестве переносчиков лекарств значительно снижает токсичность 



препаратов и увеличивает их эффективность. 



При определенных условиях липосомы могут сливаться с 



плазматическими мембранами клеток. Это позволяет в экспериментальных 



условиях изменять липидный состав клеточных мембран и изучать значение 



таких изменений. 
 



Физико-химические свойства фосфолипидов 
 



Принципы методов 
 



Осаждение фосфолипидов ацетоном 
 



 Фосфолипиды, являясь амфипатическими соединениями, плохо 



растворимы во многих органических растворителях, например, в ацетоне. 
 



Эмульгирование фосфолипидов 
 



 Эмульгирование фосфолипидов обусловлено их способностью 



образовывать в водном растворе мицеллы и другие структуры. 











 



Осаждение лецитина (фосфатидилхолина) хлористым кадмием 
 



 При добавлении хлористого кадмия к спиртовому раствору 



фосфатидилхолина, последний выпадает в виде белого хлопьевидного 



осадка, так как образуется комплексное соединение фосфолипида с 



хлористым кадмием, в котором на 3 молекулы фосфатидилхолина 



приходится 4 молекулы соли. Данное соединение плохо растворимо в воде. 
 



Определение состава фосфатидилхолина 
 



Идентификация холина 



 При кипячении лецитина в растворе гидроксида натрия ощущается 



запах селедочного рассола, характерный для триметиламина (N[CH3]3), 



который образуется из холина при нагревании. Триметиламин 



обнаруживается также по посинению (щелочная реакция) влажной 



лакмусовой бумажки, если ее подержать над кипящим раствором. 
 



Идентификация жирных кислот 



Натриевые соли жирных кислот (растворимы в воде) в кислой среде, 



например, при подкислении ее соляной кислдотой, переходят в свободные 



жирные кислоты (не растворимые в воде), всплывающие на поверхность 



раствора. 
 



Идентификация глицерина 



Используется акролеиновая проба, уже рассмотренная в предыдущей 



лабораторной работе. 
 



Идентификация фосфора 



Обнаружение фосфорной кислоты в фосфолипидах можно осуществить 



с использованием молибдата аммония или магнезиальной смеси. 
 



1. Фосфорная кислота образует с молибденовым реактивом желтый 



кристаллический осадок фосфорномолибденовокислого аммония: 
 



H3PO4 + 12 (NH4)2MoO4 + 21 HNO3 → (NH4)3PO4 12 MoO3 + 21 NH4NO3 + 



 + 12 H2O 
 



2. Реакция с магнезиальной смесью основана на образовании 



кристаллического осадка фосфата магний-аммония MgNH4PO4 в ходе двух 



последовательных реакций: образования фосфата аммония (при подкислении 



образца аммиаком) и взаимодействия данной соли со смесью хлорида магния 



и хлорида аммония. 
 











Контрольные вопросы 
 



1. Строение и свойства глицерофосфолипиидов. Фосфатидная кислота. 



2. Строение и свойства фосфатидилхолина (лецитина) и 



фосфатидилэтаноламина (кефалина).  



3. Строение и свойства фосфатидилсерина, фосфатидилинозитола и 



кардиолипина. Лизофосфолипиды.  



4. Строение и свойства сфингофосфолипиидов. Сфингомиелины. Сфингозин 



и дигидросфингозин. Церамиды.  



5. Строение и свойства гликолипидов. Биологическая роль гликолипидов.  



6. Строение и свойства цереброзидов и сульфатидов.  



7. Строение и свойства ганглиозидов  



8. Определение состава и свойств фосфолипидов.  



9. Опыт по выделению лецитина из яичного желтка.  
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ХОД РАБОТЫ  



 



ФОСФОЛИПИДЫ 
 



Выделение фосфатидилхолина 
 



Выделение лецитина (фосфатидилхолина) из яичного желтка 



1. Желток вареного яйца тщательно растирают в ступке с добавлением 40 мл 



эфира. 
 



 Примечание: Осторожно! Следует проверить отсутствие в кабинете 



работающих горелок и других источников открытого пламени. 
 



2. Полученный экстракт фильтруют с использованием складчатого фильтра. 



3. Для полноты экстракции остаток желтка в ступке дважды промывают 



порциями эфира по 5 мл, сливая их на фильтр.  



4. Фильтрат переносят в фарфоровую чашку и выпаривают досуха на 



водяной бане. 
 



Примечание: Осторожно! Следует работать в вытяжном шкафу. 



Горелку не использовать. 
 



5. Полученный сухой остаток, содержащий смесь фосфолипидов и жиров, 



тщательно обрабатывают дважды кипящим этиловым спиртом отдельными 



порциями по 8 мл. 



6. Спиртовые вытяжки охлаждают и фильтруют через сухой фильтр в 



фарфоровую чашку для отделения жиров. Триацилглицеролы в отличие от 



лецитина плохо растворяются в холодном этиловом спирте. 
 



Примечание: Фильтрат должен быть прозрачным. 
 



7. Аликвоту прозрачного фильтрата в объеме 2 мл переносят в отдельную 



пробирку. 



8. Этиловый спирт из оставшегося фильтрата выпаривают на водяной бане и 



получают «сырой» (неочищенный) лецитин. 



9. Полученные таким образом препарат лецитина (п.8) и его спиртовой 



раствор (п.7) используют в дальнейших опытах. 
 



Физико-химические свойства фосфолипидов 
 



Осаждение фосфолипидов ацетоном 



1. Третью часть полученного лецитина (по массе) снова растворяют в 3 мл 



эфира. 



2. К полученному раствору при помешивании добавляют 10 мл ацетона. 











3. После осаждения лецитина ацетоном надосадочную жидкость осторожно 



сливают. 



4. Взвесь осадка лецитина в количестве 3 капель переносят на предметное 



стекло, дают ацетону испариться, наносят в то же место еще 3 капли и 



после испарения ацетона добавляют каплю воды. 



5. С помощью микроскопа наблюдают образование на покровном стекле 



«миелиновых» фигур в виде длинных закрученных нитей с утолщениями 



на концах. 



6. Объясняют полученный результат и делают выводы.  
 



Эмульгирование фосфолипидов  



1. К 2 мл спиртового раствора лецитина добавляют по каплям воду и смесь 



сильно встряхивают. 



2. Объясняют полученный результат и делают выводы.  
 



Осаждение лецитина (фосфатидилхолина) хлористым кадмием 



1. К 2 мл спиртового раствора лецитина добавляют 1 мл насыщенного 



спиртового раствора хлористого кадмия и смесь сильно встряхивают. 



2. Объясняют полученный результат и делают выводы.  
 



Изучение химического состава фосфолипидов. 
 



Гидролиз фосфолипидов (лецитина) 



1. Остаток лецитина переносят в пробирку и добавляют 5 мл 10% раствора 



гидроксида натрия. 



2. Лецитин гидролизуют (получая смесь холина, жирных кислот, глицерина и 



фосфорной кислоты) кипячением в течение 10 мин. 
 



Обнаружение холина 



1. Отмечают появление запаха селедочного рассола при гидролизе лецитина. 



2. Отмечают изменение цвета влажной лакмусовой бумажки, если ее 



подержать над кипящей смесью. 



3. Объясняют полученный результат и делают выводы. 
 



Обнаружение жирных кислот 



1. В гидролизат фосфатидилхолина вносят 10% раствор соляной кислоты до 



покраснения лакмусовой бумажки (кислая среда). 



2. Всплывшие на поверхность жирные кислоты отфильтровывают (фильтрат 



используют в следующем опыте). 



3. Объясняют полученный результат и делают выводы. 
 



Обнаружение глицерина 



1. К фильтрату (см. предыдущую стадию) по каплям добавляют 10% раствор 



гидроксида натрия до нейтральной по лакмусу реакции. 











2. Затем фильтрат выпаривают досуха на водяной бане. 



3. Присутствие в остатке (берут 1/3 остатка по массе) глицерина определяют 



с использованием акролеиновой пробы (см. лабораторную работу №10). 



4. Объясняют полученный результат и делают выводы. 
 



Открытие фосфора 



Приготовление образца: 



1. Оставшуюся часть сухого остатка, полученного на предыдущей стадии 



эксперимента, переносят в фарфоровый тигель и тщательно смешивают с 



трехкратным количеством смеси, содержащей 2 части карбоната натрия и 



1 часть нитрата калия. 



2. Тигель прикрывают крышкой и осторожно нагревают.  
 



 Примечание: Осторожно! Реакция идет бурно, иногда сопровождается 



небольшой вспышкой! 
 



3. Полученный сплав осторожно прокаливают до полного окисления. После 



этого тигель охлаждают. 



4. Полученную серовато-бурую золу растворяют в 10% растворе азотной 



кислоты (кислоту добавляют по каплям, растирая золу стеклянной 



палочкой). 



5. С полученным раствором проводят реакции на обнаружение фосфорной 



кислоты. 
 



Обнаружение фосфорной кислоты с молибдатом аммония 



1. К 2 мл молибденового реактива (раствора молибдата аммония в азотной 



кислоте) добавляют 1 мл анализируемого раствора. 



2. Смесь нагревают до кипения и кипятят 2-3 мин. 



3. Записывают и объясняют результаты. 
 



Обнаружение фосфорной кислоты с магнезиальной смесью 



1. К 1 мл анализируемого раствора постепенно добавляют концентриро-



ванный раствор аммиака до появления резкого запаха. 



2. Затем приливают равный объем магнезиальной смеси. 



3. Растирают стеклянной палочкой. 



4. Записывают и объясняют результаты. 
 



Оформление работы 



К  занятию: 



1. Кратко законспектировать теоретические данные по лабораторной работе. 



Во  время занятия: 



2. Описать этапы работы. 



3. Описать результаты.  



4. Сделать выводы. 











ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА № 12 
 



Тема: I. Выделение нуклеопротеидов. Качественные реакции на 



присутствие компонентов нуклеопротеидов в растворе  



II. Количественное определение нуклеиновых кислот 



Цель 



работы 



Изучение и применение методов идентификации и количествен-



ного определения нуклеиновых кислот в биологических 



препаратах 



 



Оборудование и материалы: 
 



 Спектрофотометр SOLAR PV 1251; 



 Кюветы полистирольные; 



 Центрифуга К-24; 



 Весы центрифужные; 



 Пробирки центрифужные; 



 Водяная баня; 



 Плитка электрическая; 



 Колба круглодонная с обратным холодильником; 



 Ступка с пестиком; 



 Воронка стеклянная для фильтрации; 



 Пипетки стеклянные на 1 мл и 5 мл; 



 Микропипетки автоматические; 



 Пробирки химические; 



 Штативы для пробирок; 



 Цилиндры мерные на 50-250мл;  



 Стеклянные палочки; 



 Фильтр бумажный; 



 



 Реактивы: 
 



 Дрожжи; 



 Эфир; 



 Песок; 



 NaOH, 0.4% и 10% растворы; 



 CH3COOH, 5% раствор; 



 H2SO4(конц.); 



 H2SO4, 5% раствор; 



 CuSO4, 2% раствор; 



 NH4OH (конц.); 



 Ag2О, 1% раствор в NH4OH; 



 Тимол, 1% спиртовой раствор; 



 Молибденовый реактив: 











 молибдат аммония ([NH4]2MoO4), 15% раствор/HNO3 (конц.) в 



cоотношении 110/ 90; 



 Реагенты для орцинового метода: 



 Раствор А. Орцин, 1% раствор 



 Раствор Б. HCl(конц.) 



 Раствор В. FeCl3 6H2O, 10% раствор;  



 Дифениламиновый реагент: 



 Дифениламин, 1.5% раствор в CH3COOH; H2SO4(конц.); CH3CHO; 



 HСlO4(конц.); 



 РНК, стандартный раствор (100 г/мл); 



 ДНК, стандартный раствор (50 г/мл); 



 Вода дистиллированная. 
 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 











ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 



 



НУКЛЕИНОВЫЕ КИСЛОТЫ 
 



Нуклеиновые кислоты в той или иной степени были известны 



исследователям достаточно давно. Так, в 1847 году немецкий химик Ю. 



Либих впервые выделил из мясного экстракта инозиновую кислоту 



(монофосфорный эфир нуклеозида инозина).  
 



 
 



В 1869 году швейцарский врач Ф. Мишер, исследуя химический состав 



ядер лейкоцитов, выделил из них вещество, обладавшее кислыми 



свойствами, которое он назвал нуклеином. Это событие расценивают, как 



открытие нуклеиновых кислот, хотя сам термин – «нуклеиновая кислота» 



был введен 30 лет спустя в 1899 году. Немногим ранее в 1891 году немецкий 



биохимик Альбрехт Кëссель осуществил и описал гидролиз нуклеиновой 



кислоты и показал, что она состоит из остатков сахара, фосфорной кислоты и 



четырех гетероциклических оснований, являющихся производными пурина и 



пиримидина. Он же впервые доказал существование двух типов нуклеиновых 



кислот. 



С начала XX века началось интенсивное изучение продуктов 



расщепления нуклеиновых кислот. Большой вклад в химию пуринов и 



пиримидинов внес химик-органик Э. Фишер, а позднее в работах Ф. Левена и 



Д. Гулланда было дано описание строения углеводных компонентов и 



определена природа нуклеозидных звеньев в составе нуклеиновых кислот. 



Используемые и в настоящее время термины нуклеозид и нуклеотид были 



предложены Ф. Левеном еще в 1908 – 1909 годах. Окончательно химическое 



строение нуклеозидов и нуклеотидов, а также роль фосфодиэфирной связи в 



полимеризации мономерных звеньев нуклеиновых кислот были выяснены в 



1952 году английскими исследователями под руководством А. Тодда. 



После открытия того факта, что нуклеиновые кислоты являются 



полимерами, состоящими из нуклеотидов четырех типов, с конца 30-х годов 



XX столетия утвердилось мнение, что полимер нуклеиновой кислоты 



представляет собой многократно повторяющиеся тетрануклеотиды, 



состоящие из всех четырех азотистых оснований. Эта теория, 











сформулированная Ф. Левеном, была опровергнута в 1950 году Эрвином 



Чаргаффом с сотрудниками из Колумбийского университета. Чаргафф 



установил значительные различия в нуклеотидном составе ДНК из разных 



источников и сформулировал основные положения, характеризующие состав 



нуклеиновых кислот, которые получили название правил Чаргаффа. 



Вершиной исследований строения нуклеиновых кислот явилась модель 



двойной спирали ДНК, предложенная в 1953 году американским биохимиком 



и генетиком Дж. Уотсоном и английским физиком Ф. Криком. Эта дата 



официально считается моментом рождения новой отрасли биологической 



науки – молекулярной биологии. На основании модели ДНК была выдвинута 



гипотеза полуконсервативного способа репликации данной молекулы, 



которая была подтверждена в 1957 году после открытия Артуром 



Корнбергом фермента ДНК-полимеразы.  



Начало работам, приведшим к выяснению биологической роли РНК, 



было положено в 30-е годы Т. Касперсоном и Ж. Браше, которые изучали 



содержание и распределение в клетке нуклеиновых кислот и, в первую 



очередь, РНК. Значительно позже (в 50-х годах) было показано, что синтез 



белка осуществляется рибосомами, но представления о существовании РНК-



посредника (иРНК), переносящего информацию от ДНК к рибосомам были 



сформулированы французскими генетиками Ф. Жакобом и Ж. Моно только в 



1961 году. Главный фермент транскрипции – ДНК-зависимая-РНК-



полимераза был открыт в 1960 году С. Вейссом, Ж. Гурвицем и О. 



Стивенсом. 



Нуклеиновые кислоты (ДНК и РНК) являются важнейшими 



информационными макромолекулами клетки, которые, с химической точки 



зрения, представляют собой полимеры, построенные из многих тысяч и даже 



миллионов нуклеотидов, соединенных между собой 3 -5 -фосфодиэфирными 



связями. В зависимости от вида нуклеиновой кислоты различают 



дезоксирибонуклеотиды (содержат 2 -дезокси-D-рибозу и входят в состав 



ДНК) и рибонуклеотиды (содержат D-рибозу и входят в состав РНК). Кроме 



того, в зависимости от химической природы азотистых оснований 



(пуриновых или пиримидиновых), входящих в состав нуклеотидов их 



подразделяют на пуриновые и пиримидиновые нуклеотиды, соответственно. 



Следует иметь в виду, что биологическая роль нуклеотидов не 



ограничивается их участием в качестве мономеров в процессах биосинтеза 



ДНК и РНК. В частности, пуриновые рибонуклеотиды выполняют функции 



универсальных источников энергии (например, АТР и GTP), сигнальных 



молекул (сАМР, сGMP), они входят в состав важнейших коферментов (FAD, 



NAD
+
, NADP



+
) и служат переносчиками метильных групп (S-



аденозилметионин); пиримидиновые нуклеотиды функционируют в качестве 



макроэргических интермедиатов в углеводном обмене (UDP-глюкоза, UDP-



галактоза) и в синтезе липидов (CDP-ацилглицерол). 
 











Компоненты нуклеиновых кислот 



 



Структура пиримидиновых и пуриновых оснований 



 



Пиримидиновые и пуриновые азотистые основания, входящие в состав 



нуклеотидов, представляют собой замещенные производные шестичленного 



гетероцикла – пиримидина, с одной стороны, и пурина – сложной 



гетероциклической системы, состоящей из двух конденсированных 



гетероциклов: пиримидина и имидазола, с другой стороны (рис. 12.1). 
 



  
 



Рисунок 12.1 – Структурные формулы пиримидина и пурина 



 



Положения атомов в ароматических кольцах имеют нумерацию в 



соответствии с номенклатурой, принятой Международным союзом 



теоретической и прикладной химии (International Union of Pure and Applied 



Chemistry – IUPAC) и Международным союзом биохимии и молекулярной 



биологии (International Union of Biochemistry and Molecular Biology – IUBMB). 



Следует обратить внимание на то, что нумерация в пиримидиновом и 



пуриновом кольцах идет в противоположных направлениях, при этом атом 



углерода С5 в обеих молекулах находится в одном и том же положении. 
 



Азотистые основания нуклеиновых кислот 



 



Пиримидиновые основания как у прокариот, так и у эукариот 



представлены цитозином (Cyt), урацилом (Ura) и тимином (Thy), 



структурные формулы которых приведены на рис. 12.2. Пуриновые 



основания представлены аденином (Ade) и гуанином (Gua). ДНК содержит 



два пиримидиновых основания – цитозин и тимин и два пуриновых 



основания – аденин и гуанин. В состав РНК также входят два пурина – 



аденин и гуанин и два пиримидина – цитозин и урацил. 
 



 



 
Пуриновые азотистые основания Пиримидиновые азотистые основания 



 











Рисунок 12.2 – Структурные формулы пуриновых и пиримидиновых оснований 



нуклеиновых кислот  



 



Кроме аденина и гуанина известны два других пуриновых основания – 



гипоксантин (Hyp) и ксантин (Xan), которые выступают в роли 



интермедиатов в процессах метаболизма пуринов, в частности гипоксантин и 



ксантин являются продуктами окислительного дезаминирования аденина и 



гуанина, соответственно. Гипоксантин выполняет важную функцию в 



качестве одного из оснований входящих в состав антикодонов ряда 



транспортных РНК. У человека в роли конечного продукта катаболизма 



пуринов выступает окисленное пуриновое основание – мочевая кислота 



(UA). 
 



 
 



Рисунок 12.3 – Структурные формулы минорных пуриновых оснований   



 



Физико-химические свойства пуриновых и пиримидиновых оснований 
 



Явление таутомерии 



 



 Благодаря феномену кето-енольной таутомерии азотистые основания в 



нуклеотидах могут существовать либо в лактимной, либо в лактамной 



формах. В физиологических условиях преобладает лактамная форма гуанина 



тимина и урацила, но лактимные формы аденина и цитозина. 



Для осуществления специфического спаривания основания должны 



находиться в соответствующей таутомерной форме. Миграция водородного 



атома позволяет каждому основанию существовать в различных 



таутомерных формах. Основания, в составе двойной спирали ДНК, 



образующие канонические пары, должны иметь амино-группы (-NH2) и кето-



группы ( С О) в отличие от таутомеров, имеющих имино-группы ( NH) и 



енольные группы (-ОН) и способных к неканоническому спариванию, как, 



например, пуриновое основание Ade, который может образовать пару с 



таутомерной имино-формой Cyt (рис. 12.4). 
 











  



 



Рисунок 12.4 – Образование неканонических пар с участием аденина и имино-формы 



цитозина (А) и нормального цитозина с имино-формой аденина (Б) 



 



Как известно, точность копирования в процессе репликации ДНК 



настолько велика, что в среднем на каждые 1·10
9 



пар нуклеотидов 



приходится всего одна ошибка. Такую высокую точность репликации 



обеспечивает корректирующая (3 5 )-экзонуклеазная активность ДНК-



полимеразы. Тем не менее, в ряде случаев ДНК-полимераза может 



ошибаться. Как раз одной из причин таких ошибок является способность 



всех азотистых оснований образовывать термодинамически невыгодные 



таутомерные формы за счет миграции атома водорода. При этом как 



указывалось выше, амино- и оксогруппы превращаются в имино- и енольные 



группы, соответственно. Такие редкие таутомерные формы, как правило, 



образуют неправильные, неканонические пары с другими основаниями. 



Примеры такого спаривания показаны на рис. 12.4. 



Так, имино-форма Cyt образует пару не с Gua, а с Ade. В результате, в 



процессе последующей репликации, может произойти замена пары A-T на G-



C. Точно также Ade способен образовывать редкую таутомерную имино-



форму, которая приобретает способность комплементарно спариваться с 



неканоническим для него Cyt. 



В норме образование пар между двумя пуринами, двумя 



пиримидинами или некомплементарными основаниями A-C или G-T 



стерически затруднено, поскольку при этом не могут образовываться 



подходящие водородные связи и, следовательно, нарушается геометрия 



спирали. Модифицированные пурины и пиримидины, с небольшой частотой 



встречающиеся в ДНК, образуют такие же водородные связи, что и их 



немодифицированные аналоги. В этом случае правила спаривания не 



нарушаются. 
 



Растворимость азотистых оснований 



 



При значениях рН близких к нейтральным наименьшей 



растворимостью в водной среде обладает гуанин. Следующим в этом ряду 



стоит ксантин. Мочевая кислота в форме уратов сравнительно неплохо 











растворяется при нейтральном рН, но очень плохо растворима в жидкостях с 



более низкими значениями рН, например, в моче. Гуанин в моче человека в 



норме отсутствует, а ксантин и мочевая кислота являются ее обычными 



компонентами. Последние два пурина часто входят в состав камней мочевого 



тракта. 
 



Нуклеозиды и нуклеотиды 
 



Свободные основания значительно менее распространены в природе, 



чем соответствующие нуклеозиды и нуклеотиды. Молекулы нуклеозидов, 



являющиеся -N-гликозидами пуринов, пиримидинов и пентоз построены из 



пуриновых или пиримидиновых оснований, к которым, соответственно, по 



N9- или N1-положению -N-гликозидной связью присоединена 



соответствующая пентоза (D-рибоза или 2 -дезокси-D-рибоза). 
 



 
 



 



  
Пуриновый нуклеозид Пиримидиновый нуклеозид 



 



Рисунок 12.5 – Структурные формулы пуринового (аденозина) и пиримидинового 



(уридина) нуклеозидов. Природные нуклеозиды являются β-аномерами, в которых 



азотистые основания присоединяются к углеводам β-N-гликозидными связями, причем в 



образовании этой связи принимают участие N9 атом пурина или N1 атом пиримидина и 



в любом случае С1  атом D-рибозы или 2 -дезокси-D-рибозы 



 



Таким образом, адениновый рибонуклеозид (аденозин, Ado) состоит из 



аденина и D-рибозы, присоединенной по N9 атому пуринового цикла; 



гуанозин (Guo) – из гуанина и D-рибозы также в положении N9 пуринового 



цикла; цитидин (Cyd) состоит из цитозина и рибозы, присоединенной по N1 











атому пиримидинового цикла, а уридин (Urd) построен из урацила и рибозы в 



положении N1 пиримидина. 



В состав 2 -дезоксирибонуклеозидов также входят пуриновые или 



пиирмидиновые основания, но углеводный фрагмент представлен 2 -



дезоксирибозой, присоединенной по тем же атомам N9 и N1 в пуринах и 



пиримидинах, соответственно. В целом присоединение рибозы или 2 -



дезоксирибозы к кольцевой структуре основания происходит за счет 



относительно кислотолабильной N-гликозидной связи. 



Нуклеотиды (нуклеозидфосфаты) представляют собой сложные эфиры 



нуклеозидов и фосфорных кислот. Фосфатные остатки в нуклеотидах обычно 



образуют сложноэфирные связи с 2 -, 3 - или 5 -гидроксильными группами 



рибонуклеозидов, в случае 2 -дезоксинуклеозидов этерифицируются 3 - или 



5 гидроксильные группы. Так, аденозинмонофосфат (АМР или адениловая 



кислота) построен из аденина, рибозы и остатка фосфорной кислоты, 



образующей сложноэфирную связь с 5 -гидроксильной группой рибозы. 2 -



дезоксиаденозинмонофосфат (dАМР или дезоксиадениловая кислота) 



представляет собой молекулу, состоящую из аденина, 2 -дезоксирибозы и 



остатка фосфорной кислоты также этерифицирующей 5 -гидроксильную 



группу, но 2 -дезоксирибозы. Обычно к урацилу присоединена рибоза, а к 



тимину – 2 -дезоксирибоза. Таким образом, тимидиловая кислота (ТМР) 



состоит из тимина, 2 -дезоксирибозы и фосфата, а в состав уридиловой 



кислоты (UМР) входят урацил, рибоза и фосфат. 



Молекулы ДНК представляют собой полимеры тимидиловой, 2 -



дезоксицитидиловой, 2 -дезоксиадениловой и 2 -дезоксигуаниловой кислот. 



В то же время РНК образуется в результате полимеризации уридиловой, 



цитидиловой, адениловой и гуаниловой кислот. 
 



Номенклатура нуклеозидов и нуклеотидов 



 



Положение фосфатной группы в молекуле нуклеотида указывается 



цифрой. Например, аденозин с фосфатной группой, присоединенной 



сложноэфирной связью к 3-му атому углерода рибозы, обозначается как 3 -



монофосфат. Штрих после цифры ставят для того, чтобы отличать номер 



углерода в пуриновом или пиримидиновом основании от положения атома 



углерода в углеводном остатке. При нумерации атомов углерода в азотистых 



основаниях штрих не ставится. Нуклеотид, состоящий из 2 -



дезоксиаденозина (dAdo) с фосфатным остатком по С5 атому в молекуле 



сахара обозначается как 2 -дезоксиаденозин-5 -монофосфат. 



Нуклеозиды, содержащие аденин, гуанин, цитозин, тимин и урацил, 



принято обозначать буквами A, G, C, T, U или общепринятыми 



аббревиатурами Ado (dAdo), Guo (dGuo), Cyd (dCyd), Thd, Urd, 



соответственно. 











Таблица 12. 1 



Номенклатура нуклеозидов и нуклеотидов риборяда 



 



Азотистое основание Нуклеозид Нуклеотиды 



 



Аденин (Ade) 



 



Аденозин (Ado) 



Аденозинмонофосфат (AMP) 



Аденозиндифосфат (ADP) 



Аденозинтрифосфат (ATP) 



 



Гуанин (Guа) 



 



Гуанозин (Guo) 



Гуанозинмонофосфат (GMP) 



Гуанозиндифосфат (GDP) 



Гуанозинтрифосфат (GTP) 



 



Цитозин (Cyt) 



 



Цитидин (Cyd) 



Цитидинмонофосфат (CMP) 



Цитидиндифосфат (CDP) 



Цитидинтрифосфат (CTP) 



 



Урацил (Ura) 



 



Уридин (Urd) 



Уридинмонофосфат (UMP) 



Уридиндифосфат (UDP) 



Уридинтрифосфат (UTP) 



 



В таблице приведены примеры только рибонуклеозидов и рибонуклеотидов. 



Наличие символа «d» перед соответствующей аббревиатурой нуклеозида или 



нуклеотида означает, что углеводным компонентом данного компонента 



нуклеиновых кислот является 2 -дезоксирибоза. Например, гуанозин, 



содержащий 2 -дезоксирибозу, обозначаятся как dG (dGuo, дезоксигуанозин), 



а соответствующий ему монофосфат с фосфатной группой, присоединенной 



к пятому атому углерода дезоксирибозы, – 2 -дезоксигуанозин-5 -



монофосфат (dGMP). Часто, в тех случаях, когда фосфат присоединен к С5 



атому рибозы или 2 -дезоксирибозы, символ «5 » опускается. Так, гуанозин 



5 -монофосфат принято обозначать GMP, а 5 -монофосфат дезоксигуанозина 



сокращают как dGMP. Если к углеводному остатку нуклеозида 



присоединены 2 или 3 остатка фосфорной кислоты, используются 



аббревиатуры DP (дифосфат) и TP (трифосфат). Таким образом, аденозин с 



тремя фосфатными группами в 5 -положении углевода будет обозначаться 



как АТР. Примеры моно-, ди-, и трифосфатов Ado и Urd приведены на рис. 



12. 6. 
 



  











  



  
 



Рисунок 12.6 – Структурные формулы моно-, ди-, и трифосфатов аденозина и уридина  



 



Структура и информационные свойства нуклеиновых кислот 
 



Структура дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) 
 



К числу важнейших научных событий второй половины ХХ века 



следует отнести открытие того факта, что генетическая информация 



кодируется полимерной молекулой ДНК, образованной лишь четырьмя 



типами мономерных единиц. Именно ДНК служит химической основой 



наследственности. Молекула ДНК содержит в своей структуре множество 



генов. Гены функционируют не автономно: их репликация и транскрипция 



строго контролируются по принципу обратной связи, в которой ключевую 



роль играют продукты экспрессии. Знание структуры и функции 



нуклеиновых кислот необходимо для понимания сути генетических 



процессов, происходящих в клетке. 



При рассмотрении структуры ДНК принято различать четыре уровня 



организации этой макромолекулы: первичную, вторичную, третичную и 



четвертичную структуры. Под первичной структурой ДНК (как и любой 



другой нуклеиновой кислоты) понимают последовательность нуклеотидов в 



полинуклеотидных цепях. 



Вторичная структура – согласно модели Уотсона и Крика, 



предложенной в 1953 году, – это двойная спираль ДНК, состоящая из двух 



правозакрученных вокруг общей оси полинуклеотидных цепей. Уотсон и 



Крик предположили, что две полинуклеотидные цепи в молекуле ДНК не 



связаны ковалентно, а соединяются водородными связями, возникающими 



между азотистыми основаниями, направленными внутрь двойной спирали. 











Реакции взаимодействия G с C и A с T получили название спаривания 



оснований, а основания, способные образовывать пары, получили название 



комплементарных.  



Согласно модели двойной спирали две полинуклеотидные цепи в 



молекуле ДНК – антипараллельны, т.е. идут в противоположных 



направлениях. Поэтому, рассматривая спираль вдоль оси, можно видеть, что 



одна цепь идет в направлении 5   3 , а другая – в направлении 3   5  (рис. 



12.7). 



 
 



Рисунок 12.7 – Модель двойной спирали ДНК  



 



Вдоль спирали основания уложены стопками друг на друга и 



стабилизация спиральной структуры дополнительно обеспечивается 



межплоскостными взаимодействиями между ароматическими кольцами 



соседних оснований. Эти специфические контакты получили название 



стэкинг-взаимодействий, которые являются результатом реализации 



вандерваальсовых сил, возникающих за счет перекрывания -облаков над и 



под двойными связями ненасыщенных колец пуринов и пиримидинов, с 



одной стороны, и гидрофобных взаимодействий, с другой стороны. 



Две соседние пары оснований в молекуле ДНК, расположенные вдоль 



оси спирали, образуют друг относительно друга угол в 36 . Таким образом, 



10 пар оснований составляют один полный оборот спирали в 360 . Две цепи, 



образующие двойную спираль, уложены таким способом, что наблюдаемая 



структура характеризуется наличием малой бороздки, шириной 12Å (1,2 нм) 



и большой бороздки, шириной 22Å (2,2 нм) (рис. 12.7). Двойная спираль 



является правосторонней: если смотреть вдоль оси спирали – повороты 











следуют по часовой стрелке. Данное описание соответствует модели ДНК, 



известной как B-форма. 
Таблица 12.2 



 



 



Параметры спирали 



 



 



А-форма 



 



В-форма 



 



Z-форма 



Направление спирали Правосторонняя Правосторонняя Левосторонняя 



Диаметр  26 Ǻ  20 Ǻ  18 Ǻ 



Число пар оснований 



в одном витке 



спирали 



11 10,5 12 



Расстояние между 



парами оснований по 



ходу спирали  



2,6 Ǻ 3.4 Ǻ 7,7 Ǻ 



Наклон плоскости в 



которой 



расположены 



основания по 



отношению к 



перпендикуляру 



проведенному к оси 



спирали 



20  6  7  



Конформация 



углевода 
С-3  эндо С-2  эндо С-2  эндо для 



пиримидинов;  



С-2 -экзо для 



пуринов  



Конформация 



гликозидной связи 



Анти Анти Анти для 



пиримидинов; син 



для пуринов 



 



ДНК может формировать несколько типов двойных спиралей. В 



настоящее время описано, по крайней мере, шесть форм (от А- до Е- и Z-



форма). Большая часть структурных вариантов ДНК может существовать 



только в строго контролируемых условиях. Эти варианты различаются: 1) 



числом пар оснований, приходящихся на один виток двойной спирали; 2) 



расстоянием между плоскостями пар оснований и углом, который они 



образуют с осью спирали; 3) диаметром спирали; 4) направленностью 



(правая, левая) двойной спирали (табл. 12.2). Важно, что разнообразные 



структурные варианты абсолютно не противоречат основополагающим 



принципам строения ДНК, сформулированным Уотсоном и Криком: 



комплементарности цепей, их антипараллельности и правилам спаривания 



оснований – А = Т и G ≡ C. 



Структурные вариации в ДНК могут зависеть от трех основных 



процессов: изменения конформации остатков дезоксирибозы, вращения 



связей между атомами, формирующими сахарофосфатный остов ДНК и 



свободного вращения С-1'-N-гликозидной связи. Вследствие стерических 



причин пуриновые основания в составе пуриновых нуклеотидов в ДНК могут 











приобретать относительно остатка дезоксирибозы две стабильные 



конформации обозначаемые как син и анти (см. рис. 12.8). В то же время 



пиримидиновые основания пиримидиновых нуклеотидов присутствуют в 



ДНК в виде анти-конформеров, что связано со стерическими 



несоответствиями, возникающими между углеводной частью нуклеотида и 



карбонильным кислородом в С-2 положении пиримидина (рис. 12.8). 
 



   
 



Рисунок 12.8 – Пуриновые основания в составе соответствующих нуклеотидов могут 



принимать две стерически доступные конформации – син или анти относительно 



характера присоединения основания к остатку дезоксирибозы. Пиримидиновые 



основания, главным образом, приобретают анти-конформацию 



 



При физиологических условиях (низкая концентрация соли, высокая 



степень гидратации) доминирующим структурным типом ДНК является 



правоспиральная В-форма. Шаг спирали такой молекулы равен 34 Å (3,4 нм). 



На один виток ДНК приходится 10 пар оснований, удерживаемых 



водородными связями и стэкинг-взаимодействиями. 



А-форма отличается от В-формы тем, что плоскости оснований 



составляют с перпендикуляром к оси спирали угол, равный 20 . Поэтому 



расстояние между парами оснований по вертикали уменьшается до 2,6 Å 



(0,26 нм), а число пар на виток увеличивается до 11-12. А-форма интересна 



еще и тем, что ее конформация близка к структуре гибридов ДНК-РНК и 



структуре двухспиральных РНК. 



Z-форма представляет собой наиболее резкий контраст с 



классическими формами ДНК. Характерной особенностью В- и А-форм ДНК 



является то, что сахарофосфатные остовы обеих цепей этих ДНК образуют 



правую спираль. При определенных условиях отдельные участки ДНК 



принимают форму левой спирали. В этом случае расстояние между 



соседними парами оснований увеличивается до 7,7 Å (0,77 нм), а число пар 



на один виток возрастает до 12. Свое название Z-форма получила из-за 



зигзагообразной (zigzag) линии, которую образует сахарофосфатный остов 



вдоль спирали.  
 











 
 



Двухцепочечные кольцевые молекулы ДНК, за крайне редким 



исключением, обладают уникальными топологическими характеристиками. 



Кольцевые молекулы имеют в структуре соответствующие изгибы и петли, 



которые получили название супервитков и которые хорошо различимы при 



использовании электронной микроскопии (рис. 12. 9).  
 



 
 



Рисунок 12.9 – Электронные микрофотографии суперспирализованных молекул ДНК: А – 



суперспирализованная  митохондриальная ДНК; В – релаксированная форма 



митохондриальной ДНК; С – двухцепочечная кольцевая ДНК фага М13 с разной степенью 



сверхспиральности. На последней микрофотографии цифрами указано число супервитков 



в каждой молекуле 



 



Если двойную спираль повернуть на один или несколько полных 



оборотов в направлении ее раскручивания, то в результате получим 



напряженную структуру. Такая напряженная структура, которая 



характеризуется недостатком оборотов, получила название отрицательно 



суперспирализованной ДНК. Возникшие отрицательные супервитки 



закручивают ДНК против часовой стрелки, т.е. в направлении, 



противоположном ходу обычной правосторонней двойной спирали. Такую 



спираль называют недокрученной. Напряжение, возникающее вследствие 



дефицита витков, может быть компенсировано либо разрушением 











водородных связей между комплементарными парами оснований и 



раскрытием двойной спирали на небольшом участке макромолекулы, либо 



путем сворачивания в направлении, противоположном тому, в котором она 



была повернута.  
 



 
 



Рисунок 12.10 – Напряжение, возникающее вследствие дефицита витков, может быть 



смягчено за счет образования третичной структуры с хорошо различимыми 



супервитками или компенсировано разрушением водородных связей между 



комплементарными парами оснований и раскрытием двойной спирали на небольшом 



участке макромолекулы. В результате разрушения водородных связей получаемая 



структура может приобрести вид регулярной релаксированной двойной спирали, 



содержащей небольшую одноцепочечную петлю называемую «пузырьком» 



 



Таким образом, напряжение вращения, которое было внесено в 



молекулу, может быть смягчено за счет образования третичной структуры 



с хорошо различимыми супервитками (рис. 12.10). 



Наконец, под четвертичной структурой ДНК понимают образование 



нуклеопротеидных комплексов (нуклеосом – комплексов гистонов с ДНК у 



эукариот или комплексов гистоноподобных белков с ДНК у прокариот), 



которые принимают участие в компактизации ДНК с образованием хромосом 



(у эукариот) или нуклеоидов (у прокариот). 
 



Структура рибонуклеиновых кислот (РНК) 
 



 РНК представляет собой полимер пуриновых и пиримидиновых 



рибонуклеотидов, соединенных друг с другом, как и в ДНК, 3 ,5 -



фосфодиэфирными мостиками. По ряду признаков ДНК и РНК отличаются 



друг от друга. У РНК углеводным остатком, к которому присоединены 



пуриновые или пиримидиновые основания и фосфатные группы, является 



рибоза, а не 2 -дезоксирибоза (как у ДНК). Пиримидиновые компоненты РНК 



отличаются от таковых у ДНК. РНК не содержит тимина, а его место в 



молекуле РНК занимает урацил. РНК – одноцепочечная молекула, которая 



способна сворачиваться с образованием «шпилек», особых структур, 



имеющих двухспиральные характеристики. 











При описании строения рибонуклеиновых кислот, как правило, 



упоминают три вида молекул РНК: информационные РНК (иРНК), 



рибосоманые РНК (рРНК) и транспортные РНК (тРНК). Информационные 



РНК выполняют функцию молекул-посредников и служат переносчиками 



информации от гена к белок-синтезирующей системе клетки. Они 



выполняют функцию матриц для синтезируемого полипептида, т.е. 



определяют аминокислотную последовательность белка. Рибосомные РНК 



играют роль структурных компонентов рибосом, которые обеспечивают 



специфический контакт иРНК и тРНК, в результате которого происходит 



трансляция нуклеотидной последовательности, считанной с определенного 



гена, в аминокислотную последовательность соответствующего белка. 



Транспортные РНК – это адапторные молекулы, участвующие в трансляции 



информации иРНК в последовательность аминокислот в белках. 



Кроме упомянутых выше трех видов РНК, в настоящее время открыты 



и интенсивно изучаются так называемые малые ядерные РНК (мяРНК), 



обозначаемые U1, U2, U4, U5 и U6, которые принимают участие в 



формировании сплайсисом – организованных структур обеспечивающих 



сплайсинг иРНК эукариот. Более того, в 2000 году был открыт неизвестный 



ранее вид двухцепочечных молекул РНК, которые получили название малых 



интерферирующих РНК (миРНК), принимающих участие в защите клеток от 



вирусных инфекций. 
 



Химические свойства нуклеиновых кислот 
 



Качественные реакции на компоненты нуклеопротеидных комплексов 
 



Обнаружение полипептидов 



Для обнаружения полипептидов в составе нуклеопротеидов 



используют биуретовую реакцию. В щелочной среде белки, а также 



продукты их гидролиза – полипептиды – дают фиолетовое окрашивание с 



солями меди. Положительная биуретовая реакция проявляется у соединений, 



содержащих не менее двух пептидных групп (то есть у трипептидов, 



тетрапептидов и т.д.). Интенсивность окраски зависит от длины пептида и 



варьирует от сине-фиолетовой до красно-фиолетовой и красной. Биуретовый 



медный комплекс имеет следующее строение: 
 



 
 











Аналогично образуется комплексное соединение меди с енолизированными 



пептидными группами любого другого полипептида: 
 



 
 



Обнаружение пуриновых оснований 



При добавлении аммиачного раствора оксида серебра выпадает 



небольшой хлопьевидный осадок серебряных соединений пуриновых 



оснований. Данная реакция может быть применена при синтезе нуклеозидов. 
 



Обнаружение пентоз 



При нагревании с концентрированными серной или соляной кислотами 



пентозы теряют три молекулы воды и превращаются в фурфурол. Последний 



способен конденсироваться с анилином, тимолом или орцином (в 



присутствии хлорида железа III) с образованием характерных продуктов 



вишнево-красного, красного и зеленого цвета, соответственно.  
 



 
 



 



 



 
 











Обнаружение фосфорной кислоты 



Обнаружение фосфорной кислоты в образце можно осуществить с 



использованием молибдата аммония. Фосфорная кислота образует с 



молибденовым реактивом желтый кристаллический осадок 



фосфорномолибденовокислого аммония: 
 



H3PO4 + 12 (NH4)2MoO4 + 21 HNO3 → (NH4)3PO4  12 MoO3 + 21 NH4NO3 + 



+ 12 H2O 
 



Количественное определение нуклеиновых кислот 
 



Орциновый метод определения РНК 



 Рибоза, входящая в состав РНК, при взаимодействии с сильными 



неорганическими кислотами (в частности с HCl) образуют фурфурол, 



который конденсируется с орцином в присутствии следов хлорида железа III. 



В результате образуется соединение синего цвета, интенсивность окраски 



которого пропорциональна концентрации РНК в растворе. 
 



Дифениламиновый метод определения ДНК 



Дезоксирибоза, входящая в состав ДНК, при нагревании с кислотой в 



мягких условиях образует фурфуриловый спирт, который конденсируется с 



дифениламином, образуя соединение синего цвета. Интенсивность окраски 



полученного раствора пропорциональна концентрации ДНК в растворе. 
 



 



Контрольные вопросы 
 



1. История исследования структуры нуклеиновых кислот.  



2. Строение пуриновых и пиримидиновых азотистых оснований.  



3. Физико-химические свойства пуриновых и пиримидиновых азотистых 



оснований.  



4. Принципы образования канонических пар азотистых оснований в 



нуклеиновых кислотах.  



5. Строение нуклеозидов. Характеристика моносахаридов, входящих в состав 



нуклеозидов.  



6. Строение и роль нуклеотидов.  



7. Основные принципы структурной организации дезоксирибонуклеиновых 



кислот.  



8. Информационные свойства ДНК.  



9. Структура рибонуклеиновых кислот.  











10. Химические свойства нуклеиновых кислот. Качественные реакции на 



обнаружение компонентов нуклеопротеинов.  



11. Сущность методов количественного определения ДНК и РНК.  
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ХОД РАБОТЫ 



 



ВЫДЕЛЕНИЕ НУКЛЕОПРОТЕИДОВ 



 



Выделение нуклеопротеидов из дрожжей 



1. 5 г дрожжей увлажняют в ступке добавлением 1 мл эфира и 1 мл воды. 



2. Добавляют немного песка и растирают с 0,4% раствором NaOH, приливая 



его небольшими порциями по 5-10 мл (всего расходуют 50 мл раствора 



щелочи). Растирание продолжают в течение 15-20 мин. 



3. Содержимое ступки центрифугируют 10 мин при 2500 об/мин. 



4. Супернатант переливают в стакан и к нему по каплям добавляют 5% 



раствор уксусной кислоты до полного осаждения нуклеопротеида (обычно 



расходуют 10-15 мл раствора). 



5. Осадок отделяют центрифугированием (8000g в течение 5 мин). 



6. Проводят гидролиз нуклеопротеидов кипячением с разбавленной серной 



кислотой. Для этого: 



 Осадок нуклеопротеидов переносят в круглодонную колбу, смывая его 



5%-ой серной кислотой. Остаток кислоты вливают в колбу с осадком 



(всего расходуют не более 25 мл раствора). 



 Колбу закрывают пробкой с обратным холодильником, ставят на 



асбестовую сетку, нагревают на малом огне до кипения и кипятят 1 ч. 



 После этого колбу охлаждают и гидролизат фильтруют через бумажный 



фильтр. 
 



Качественные реакции на присутствие нуклеопротеидов в растворе 
 



Открытие полипептидов 



1. В одну пробирку наливают 2 мл фильтрата, а в другую – столько же 



дистиллированной воды.  



2. Затем в каждую из них прибавляют 2 мл 10% раствора NaOH, хорошо 



перемешивают и добавляют 2-3 капли 2% раствора CuSO4.  



3. Пробирки встряхивают, полученные результаты описывают и делают 



выводы. 
 



Открытие пуриновых оснований 



1. К 2 мл фильтрата добавляют концентрированный раствор аммиака до 



щелочной реакции на лакмус. Затем приливают 1 мл аммиачного раствора 



окиси серебра. 



2. Через несколько минут наблюдают выпадение хлопьев осадка серебряных 



солей пуриновых оснований. Объясняют получаемые результаты и делают 



выводы. 
 



Открытие пентоз 











1. К 1 мл фильтрата добавляют 2-3 капли 1% спиртового раствора тимола. 



2. Затем по стенке осторожно наслаивают 1 мл концентрированной серной 



кислоты. 



3. Объясняют получаемые результаты и делают выводы. 
 



Открытие фосфорной кислоты 



1. К 1 мл фильтрата приливают равный объем молибденового реактива. 



2. Нагревают до кипения и кипятят 2-3 мин. 



3. Наблюдают появление желтого окрашивания. При стоянии выпадает 



желтый осадок. 



4. Объясняют получаемые результаты и делают выводы. 
 



Количественное определение нуклеиновых кислот 
 



Орциновый метод количественного определения РНК 



1. Непосредственно перед использованием смешивают 5 мл раствора А, 20 



мл раствора Б и 0,5 мл раствора В. 



2. К 0,5 мл фильтрата и стандартного раствора добавляют по 3 мл 



полученного реактива. 



3. Пробы нагревают на кипящей водяной бане в течение 25 мин, затем 



охлаждают. 



4. Измеряют оптическую плотность растворов при 660 нм относительно 



чистого реагента. 



5. Рассчитывают концентрацию РНК в исследуемой пробе, используя 



формулу: 
 



,
100



)(
2



1



А



А
млгС  где 



 



А1 – поглощение исследуемой пробы; 



А2 – поглощение стандартной пробы; 



100 ( г/мл) – концентрация стандартного раствора РНК. 



6. Объясняют получаемые результаты и делают выводы. 
 



Дифениламиновый метод определения ДНК 



1. Аналитические пробы готовят в соответствии с таблицей: 
 



 Опытная 



проба 



Стандартная 



проба 



Холостая 



проба 



Фильтрат 1,55 — — 



Стандартный раствор — 1,55 — 



Дистиллированная вода — — 1,55 



HClO4( конц.), мл 0,05 0,05 0,05 



Дифениламиновый реагент, мл 3,20 3,20 3,20 











 



2. Пробы инкубируют в течение 30 мин при 40 С. 



3. Измеряют оптическую плотность опытной и стандартной проб при 660 нм 



относительно холостой пробы.  



4. Рассчитывают концентрацию ДНК в опытной пробе, используя формулу: 



 



,
50



)(
2



1



А



А
млгС  где 



 



А1 – поглощение опытной пробы; 



А2 – поглощение стандартной пробы; 



50 ( г/мл) - концентрация стандартного раствора ДНК. 



5. Объясняют получаемые результаты и делают выводы. 
 



Оформление работы 



К занятию: 



1. Кратко законспектировать теоретические данные по лабораторной работе. 



Во время занятия: 



2. Описать этапы работы. 



3. Описать результаты. 



4. Сделать выводы. 



 



 
 



 
 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 











ПРИЛОЖЕНИЕ 1 
 



НАИБОЛЕЕ ВАЖНЫЕ ДЛИННОЦЕПОЧЕЧНЫЕ ЖИРНЫЕ КИСЛОТЫ 
 



Название Состав Формула 
 



Насыщенные 
 



Пальмитиновая 
16 атомов 



углерода 
 



Стеариновая 
18 атомов 



углерода 
 



 



Ненасыщенные 
 



С одной двойной связью (моноеновые) 
 



Пальмитолеиновая 16:1, 9*
)
 



 



Олеиновая 18:1, 9 



 
С двумя двойными связями (диеновые) 



 



Линолевая 18:2, 9, 12 
 



С тремя двойными связями (триеновые) 
 



-Линоленовая 18:3, 6, 9, 12 



 



-Линоленовая 18:3, 9, 12, 15 



 
С четырьмя двойными связями (тетраеновые) 



 



Арахидоновая 
20:4, 5, 8, 11, 



14 



 
*



) 
– 16:1, 9 – расшифровывается как – 16 атомов углерода : 1 двойная связь, двойная связь в 9-ом 



положении. 











ПРИЛОЖЕНИЕ 2 



 



 



СТРУКТУРА КОМПОНЕНТОВ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 
 



АЗОТИСТЫЕ ОСНОВАНИЯ 
 
 



 



Пуриновые 



 



 
 



 
 



Пиримидиновые 



 



 
 



 



 



 



ПЕНТОЗЫ 
 



  
 



 



НУКЛЕОЗИДЫ 
 



(нуклеозиды риборяда) 
 



Пуриновые нуклеозиды 
  



 



Пиримидиновые нуклеозиды 



 



 











 



НУКЛЕОЗИДЫ 
 



(нуклеозиды дезоксириборяда) 
 



Пуриновые нуклеозиды 
  



 



Пиримидиновые нуклеозиды 



 



 



 
 



НУКЛЕОТИДЫ 
 



(на примере рибонуклеотидов) 
 



Нуклеозидмонофосфаты 



 



  
 



 



Нуклеозиддифосфаты 



 



  



 











Нуклеозидтрифосфаты 



 



  
 











Учебное издание 



 



 



Авторы: 



 



Докучаева Евгения Александровна, 



Сяхович Виталий Эдуардович,  



Пархимович Ольга Георгиевна, 



Богданова Наталья Валерьевна  



Бокуть Сергей Борисович 



 



 



Практикум по 



общей и экологической биохимии 



Часть IV 



«Структура и функции липидов. Обмен липидов. 



Нуклеиновые кислоты. Компоненты нуклеиновых кислот» 



 



Учебно-методическое пособие 



 



 
 



Издано в авторской редакции. 



 



Корректоры – М.Л. Шимкевич, Н.М. Чайковский. 
 



 



 



 



 



 



 



 



 
Сдано в набор 17.03.2004. Подписано в печать 12.04.2004. 



Бумага офсетная. Формат 60х80/16 



Гарнитура Times. Тираж 50 экз. 



Уч.-изд. л. 3,4. Ус. печ. л. 4,65. 



 



Международный государственный экологический институт им. А.Д. Сахарова 



Белорусского государственного университета 



ул. Долгобродская, 23, 220070, г. Минск, Республика Беларусь 



 








			Практикум по общей и экологической биохимии. Часть IV: «Структура и функции липидов. Обмен липидов. Нуклеиновые кислоты. Компоненты нуклеиновых кислот» / Е. А. До-кучаева [и др.]


			Содержание





			В НАЧАЛО










Учреждение образования 



 



«Международный государственный экологический институт 



имени А. Д. Сахарова» Белорусского государственного 



университета 



 



Факультет экологической медицины 



Кафедра биохимии и биофизики 



 



 



 



Е.А. Докучаева, В.Э. Сяхович, О.Г. Пархимович,  



Н.В. Богданова, С.Б. Бокуть  



 



 



 



 



 



 



 



 



Практикум по 



общей и экологической биохимии 
 



Часть III 



«Структура и функции углеводов. Количественное 



 определение углеводов. Обмен углеводов» 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



Минск 



2017 



 
 











2 



 



Рекомендовано к изданию УМО вузов 



Республики Беларусь по экологическому образованию 



(протокол №    от          2017 г.) 



 



 
Авторы: 



Докучаева Е.А., ст. преподаватель кафедры биохимии и биофизики  



Сяхович В.Э., ст. преподаватель кафедры биохимии и биофизики  



Пархимович О.Г., преподаватель кафедры биохимии и биофизики 



Богданова Н.В., преподаватель кафедры биохимии и биофизики 



Бокуть С.Б., зав. кафедрой биохимии и биофизики, канд. биол. наук, доцент  



              
Рецензенты: 



Кафедра биохимии биологического факультета Белорусского государственного 



университета; 



М.А. Кисель, заведующий лабораторией химии липидов Государственного научного 



учреждения «Институт биоорганической химии Национальной академии наук Беларуси», 



доктор химических наук, профессор 



 
Рекомендовано научно-методическим советом Учреждения образования 



«Международный государственный экологический институт имени А.Д. Сахарова» 



Белорусского государственного университета, протокол №       от   _____  2017 г. 



 
Докучаева Е.А. и др.  



 



Практикум по общей и экологической биохимии. Часть III: «Структура и 



функции углеводов. Количественное определение углеводов. Обмен углеводов» /  



Е.А. Докучаева и др. – Мн., 2017 – 99 с. 



 



 
Практикум содержит учебно-методические материалы для проведения лабораторных 



работ по дисциплине «Общая и экологическая биохимия» со студентами 2-го курса. Для 



каждой лабораторной работы приводятся основы теории по конкретной теме, вопросы для 



подготовки к занятию, список рекомендуемой литературы, перечень заданий к занятию, 



описание используемых в лабораторной работе приборов, материалов и реактивов. 



Включены теоретические сведения о структуре и функции углеводов, а также материалы, 



описывающие принципы методов качественного и количественного определения 



моносахаридов, дисахаридов и полисахаридов. 



Практикум соответствует учебной программе дисциплины «Общая и экологическая 



биохимия» для студентов «Международного государственного экологического института 



имени А.Д. Сахарова» Белорусского государственного университета. 



Все лабораторные занятия написаны авторами настоящего издания совместно. 



 



 
 Докучаева Е.А., Сяхович В.Э., Пархимович О.Г., Богданова Н.В., Бокуть С.Б., 2017 



 Международный государственный экологический институт им. А.Д. Сахарова БГУ, 



2017 











3 



 



 



СОДЕРЖАНИЕ 
 



Структура и функции углеводов. Количественное 



определение углеводов. Обмен углеводов 



 



  



ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА №7 



 



Углеводы: строение и свойства.  



Методы разделения и идентификации углеводов 



 



4 



ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА №8 



 



Гликопротеины и протеогликаны. 



Методы количественного определения углеводов 



 



35 



ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА №9 



 



Обмен углеводов 



 



64 



ПРИЛОЖЕНИЕ 1 Структурные формулы основных моносахаридов 



 



ПРИЛОЖЕНИЕ 2 Строение основных олигосахаридов 



 



94 



 



96 



 
 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 











4 



 



ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА № 7 



 



Темы: I.  Углеводы: строение и свойства 



 II. Методы разделения и идентификации углеводов 



Цель 



работы: 



Изучение химических свойств углеводов 



Освоение методов выявления моносахаридов, олигосахаридов 



(дисахаридов) и полисахаридов в растворах по качественным 



реакциям 



 



Оборудование и материалы: 
 



 Термостат; 



 Пипетки стеклянные на 1 мл и 5 мл; 



 Микропипетки автоматические; 



 Цилиндры мерные на 250 мл и 100 мл; 



 Пробирки стеклянные; 



 Штативы для пробирок; 



 Камера хроматографическая; 



 Бумага фильтровальная; 



 Бумага хроматографическая; 



 



 Реактивы: 
 



 Гидроксид натрия (NaOH), 2 М, 5%, 10%, 20% растворы; 



 Гидроксид аммония (NH4OH), 2М раствор, конц.; 



 Сульфат меди (CuSO4), 5% раствор; 



 Нитрат серебра (AgNO3), 0.2 М раствор; 



 Фелингова жидкость:  



Раствор А – 4.5% раствор СuSO4;  



Раствор Б – 35% раствор Na,K-виннокислого (сегнетовой соли) в 14% 



NaOH; 



 Реактив Ниландера:  



2% раствор Bi(OH)2NO3, 4% раствор Na,K-виннокислого (сегнетовой 



соли) в 10% NaOH; 



 Реактив Барфеда:  



7% раствор Сu(CH3COO)2, подкисленный уксусной кислотой 



(СH3COOH);  



 Метиламинохлорид, 5% раствор; 



 Раствор фуксиносернистой кислоты; 



 Нафторезорцин, 1% спиртовой раствор; 



 -нафтол, 10% спиртовой раствор; 



 Антрон, 0.2% раствор в 95% H2SO4; 



 Реактив Селиванова:  



0.05% раствор резорцина в 20% HCl; 
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 Раствор дифениламина:  



1% раствор дифениламина в смеси H2SO4(конц.) и СH3COOH(ледян.) (3/97); 



 Реактив орциновый:  



0.2% раствор орцина, 0.1% раствор FeCl3 в 30% HCl; 



 Нитрат кобальта (Co(NO3)2, 2% раствор; 



 Анилин, раствор; 



 Тимол, 1% спиртовой раствор; 



 Раствор Люголя (йод, 1% раствор в KJ, 2.5%); 



 Соляная кислота (HCl), конц.; 



 Серная кислота (H2SO4), конц.; 



 Изопропанол; 



 Проявляющая смесь: 1% KMnO4, 2% Na2CO3 водный раствор; 



 Формальдегид, 2% раствор; 



 Глюкоза, Фруктоза, 0.5% растворы; 



 Глюкоза, Фруктоза, Рибоза (Ксилоза, РНК), Дезоксирибоза (ДНК), 



Сахароза, Лактоза (Мальтоза), 2% растворы; 



 Крахмал, 0.25% раствор; 



 Смесь углеводов для хроматографии; 



 Вода дистиллированная. 
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ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 



 



УГЛЕВОДЫ 
 



В химическом отношении углеводы представляют собой 



полигидроксиальдегиды или полигидроксикетоны либо образуют эти 



соединения в результате гидролиза более сложных углеводов. 



Происхождение термина «углеводы» связано с тем, что, судя по 



эмпирическим формулам, большинство веществ этого класса представляют 



собой соединения углерода с водой, поскольку соотношение между числом 



атомов углерода, водорода и кислорода в молекулах углеводов составляет 



1:2:1. Так, эмпирическая формула D-глюкозы – С6Н12О6; по-другому ее 



можно записать как (СН2О)6 или С6(Н2О)6. Большинство распространенных 



углеводов имеют эмпирическую формулу (СН2О)n, однако существуют и 



углеводы, не удовлетворяющие этому соотношению, а некоторые из них 



содержат даже атомы азота, фосфора или серы. 



Углеводы широко представлены в клетках и тканях растений и 



животных, где они выполняют как структурные, так и метаболические 



функции. Доля их участия в общем энергетическом балансе организма 



оказывается настолько значительной, что превышает почти в полтора раза 



долю белков и жиров вместе взятых. 



Углеводы, без какого-либо преувеличения, можно рассматривать как 



основу существования большинства организмов населяющих нашу планету. 



В таких углеводах как простые сахара и крахмал, заключено основное 



количество калорий, получаемых с пищей человеком, почти всеми 



животными и многими бактериями. Центральное место углеводы занимают и 



в метаболизме зеленых растений и других фотосинтезирующих организмов, 



утилизирующих солнечную энергию для синтеза углеводов из СО2 и Н2О. 



Образующиеся в результате фотосинтеза огромные количества крахмала, 



целлюлозы и других углеводов играют роль главных источников энергии и 



атомов углерода для неспособных к фотосинтезу клеток животных, растений 



и микроорганизмов. 



Углеводам присущи также и другие важные биологические функции. 



Крахмал и гликоген используются как временные депо глюкозы. 



Нерастворимые полимеры углеводов выполняют функции структурных и 



опорных элементов в клеточных стенках бактерий и растений, в наружных 



скелетах ракообразных и насекомых, а также в соединительной ткани и 



оболочках клеток животных. Углеводы других типов служат в качестве 



смазки в суставах, обеспечивают слипание клеток или придают 



биологическую специфичность поверхности животных клеток. В наиболее 



концентрированном виде многообразные функции углеводов в живой 



природе сводятся к следующим: 
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1. Энергетическая функция (глюкоза, фруктоза, крахмал, гликоген); 



2. Структурная функция (целлюлоза, хитин, хондроитинсульфаты, 



гиалуроновая кислота и другие гетерополисахариды); 



3. Защитная функция (синтез иммунных тел, являющихся гликопротеидами, 



в ответ на действие антигенов); 



4. Гемостатическая функция (факторы свертывания крови – I, II, VIII, IX, X, 



XI); 



5. Антитромбообразующая функция (гепарин); 



6. Гомеостатическая функция (поддерживание гомеостаза, например, водно-



электролитного обмена); 



7. Опорная функция (кости, хрящи, хондроитинсульфаты); 



8. Механическая функция (в составе соединительной ткани); 



9. Группоспецифические вещества эритроцитов крови; 



10. Осморегуляторная (глюкоза); 



11. Детоксицирующая (парные глюкуроновые кислоты); 



12. Антилипидемическая (гепарин). 
 



Классификация, структура и изомерия углеводов 
 



Различают три основных класса углеводов: моносахариды или простые 



сахара, олигосахариды и полисахариды. Последние два класса углеводов 



часто объединяют в одну группу – сложных сахаров или сложных углеводов. 



Моносахариды содержат только одну структурную единицу 



полигидроксиальдегида или полигидроксикетона. 



Олигосахариды (от греческого слова «олиго», означающего «немного») 



состоят из коротких, часто разветвленных, цепей, образованных 



моносахаридными единицами (от 2 до 15-20 остатков моносахаридов), 



соединенными между собой ковалентными связями. Наиболее часто 



встречающимися олигосахаридами являются дисахариды, построенные из 



двух моносахаридных единиц. Однако большая часть олигосахаридов 



встречается не в свободной форме, а в виде боковых цепей, присоединенных 



к полипептидам. 



Полисахариды представляют собой длинные цепи, образованные 



сотнями или даже тысячами моносахаридных единиц. Некоторые 



полисахариды представлены линейными цепями, тогда как другие являются 



сильно разветвленными полимерами. 
 



Моносахариды или простые сахара 
 



Моносахариды или монозы – бесцветные, твердые кристаллические 



вещества, хорошо растворимые в воде. Основу моносахаридов составляет 



неразветвленная цепочка атомов углерода, соединенных между собой 



одинарными связями.  
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Один из атомов углерода связан двойной связью с атомом кислорода и 



образует карбонильную группу; ко всем остальным атомам углерода 



присоединены гидроксильные группы. По расположению карбонильной 



группы в цепи углеродных атомов моносахариды делят на альдозы 



(карбонильная группа находится в конце углеродной цепи) и кетозы 



(карбонильная группа находится в любом другом положении). Простейшей 



альдозой является глицеральдегид, а простейшая кетоза представлена 



дигидроксиацетоном. С другой стороны, моносахариды, которые, как 



известно, не способны гидролизоваться до более простых форм, могут быть 



построены из трех, четырех, пяти, шести и более атомов углерода. 



Следовательно, по числу атомов углерода моносахариды делят на триозы, 



тетрозы, пентозы, гексозы и т.д. Таким образом, в соответствии с 



приведенными выше принципами классификации моноз, простые сахара 



могут существовать в виде альдотриоз, альдопентоз, альдогексоз или 



кетотриоз, кетопентоз, кетогексоз и т. д. (см. табл. В «Приложении 1»). 



Наиболее известными природными представителями моносахаридов 



являются: глицеральдегид, дигидроксиацетон, рибоза, дезоксирибоза, 



арабиноза, глюкоза, галактоза, фруктоза и др.  



При написании структуры моноз часто пользуются проекционными 



формулами Фишера (табл. в «Приложении 1»). Существует несколько 



простых правил, которыми руководствуются для отображения этих 



проекционных формул:  



1. Цепочку углеродных атомов моноз записывают вертикально; 



2. Сверху располагают старшую функциональную группу, которая в составе 



моноз представлена либо альдегидной группой, либо кето-группой; 



3. Наконец, по горизонтали записывают атомы водорода и группы, 



содержащие гетероатомы (в нашем случае – гидроксильные группы). 
 



Стереоизомерия моносахаридов 



 



Способность ряда органических соединений вращать плоскость 



поляризации поляризованного света вправо или влево называют оптической 



активностью. Исходя из сказанного выше, следует, что органические 



вещества могут существовать в виде правовращающих и левовращающих 



изомеров. Такие изомеры получили название стереоизомеров, а само явление 



стереоизомерии. В основе более строгой системы классификации и 



обозначения стереоизомеров лежит не вращение плоскости поляризации 



света, а абсолютная конфигурация молекулы стереоизомера т.е. взаимное 



расположение четырех обязательно разных замещающих групп, 



находящихся в вершинах тетраэдра, вокруг локализованного в центре атома 



углерода, который получил название асимметрического атома углерода или 



хирального центра.  
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Хиральные или, как их еще называют, оптически активные атомы 



углерода обозначают в структурных формулах звездочками [*] (рис. 7.1). 



Таким образом, под термином стереоизомерия следует понимать различную 



пространственную конфигурацию заместителей у соединений, имеющих 



одну и ту же структурную формулу и обладающих одинаковыми 



химическими свойствами. Такой вид изомерии называют также зеркальной 



изомерией. Наглядным примером зеркальной изомерии могут служить правая 



и левая ладони руки. Ниже приведены структурные формулы стереоизомеров 



глицеринового альдегида и глюкозы. 
 



 
 



 
 



Рисунок 7.1 – Структурные формулы L- и D-стереоизомеров глицеринового альдегида и 



L- и D-стереоизомеров глюкозы 



 



Как следует из приведенного выше рисунка, в молекуле глицеринового 



альдегида присутствует только один асимметрический атом углерода. При 



этом возможно существование только двух стереоизомеров, которые 



обозначаются как D- и L-изомеры, соответственно. Если у асимметрического 



атома углерода в проекционной формуле глицеринового альдегида ОН-



группа располагается справа, такой изомер называют D-стереоизомером, а 



если ОН-группа расположена слева – такой изомер считают L-



стереоизомером.  



В случае тетроз, пентоз, гексоз и других моноз, которые обладают 



двумя и более асимметрическими атомами углерода, принадлежность 



стереоизомера к D- или L-ряду определяют по расположению ОН-группы у 



предпоследнего атома углерода в цепи – он же является последним 



асимметрическим атомом. Например, для глюкозы оценивают ориентацию 
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ОН-группы у 5-ого атома углерода. Абсолютно зеркальные стереоизомеры 



называют энантиомерами или антиподами. 



Пары стереоизомеров характеризующиеся одинаковым 



пространственным расположением заместителей у одних асимметрических 



атомов углерода и взаимно противоположным у других (рис. 7.2), 



называются диастереоизомерами, а само явление носит название 



диастереоизомерии. Например, L-глюкоза и D-глюкоза являются 



энантиомерами, а D-глюкоза, D-галактоза и D-манноза являются 



диастереоизомерами. 
 



 
 



Рисунок 7.2 – Структурные формулы диастереоизомеров в ряду альдогексоз. Показано, 



что D-глюкоза и D-манноза отличаются различной конфигурацией заместителей у 2-го 



атома углерода, а D-глюкоза и D-галактоза имеют разную конфигурацию у 4-го атома 



углерода 



 



Стереоизомеры, как упоминалось выше, не отличаются по своим 



химическим свойствам, но отличаются по биологическому действию 



(биологической активности). Большая часть моносахаридов в организме 



млекопитающих относится к D-ряду – именно к этой конфигурации 



специфичны ферменты, ответственные за их метаболизм. В частности D-



глюкоза воспринимается как сладкое вещество, благодаря способности 



взаимодействовать с вкусовыми рецепторами языка, в то время как L-



глюкоза безвкусна, поскольку ее конфигурация не воспринимается 



вкусовыми рецепторами. 



Смеси D- и L-стереоизомеров называют рацемическими смесями, или 



рацематом. Такие DL-смеси лишены способности вращать плоскость 



поляризации пучка плоскополяризованного света. 
 



Пиранозные и фуранозные кольцевые структуры моносахаридов 



 



Моносахариды с числом атомов углерода 5 и более существуют в 



растворе, преимущественно, в виде замкнутых циклических структур, 



причем их карбонильная группа находится не в свободном состоянии, а 



образует ковалентную связь с одной из гидроксильных групп, связанных с 
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атомом углерода основной цепи. Довольно часто встречающиеся 



шестичленные циклические формы моноз, например, D-глюкозы, из-за их 



сходства с шестичленным гетероциклическим соединением пираном (рис. 



7.3) получили название пираноз. Устойчивые пиранозные кольца могут 



образовывать только альдозы, содержащие пять и более атомов углерода. 



Однако многие гексозы, и большинство пентоз существуют также в виде 



циклических соединений с пятичленными кольцами.  



Из-за сходства таких колец с пятичленным гетероциклическим 



соединением фураном (рис. 7.3) их называют фуранозами. 
 



 
 



Рисунок 7.3 – Структурные формулы шести- и пятичленного гетероциклов – пирана и 



фурана, соответственно 



 



Для изображения циклических форм моносахаридов обычно 



пользуются так называемыми перспективными формулами Хеуорса. В таких 



формулах часть кольца, расположенную ближе к читателю, изображают 



жирными линиями (рис. 7.4). Примером может служить изображение шести- 



и пятичленного вариантов структуры глюкозы и фуранозной формы 



фруктозы с помощью перспективных формул Хеуорса (рис. 7.4). 
 



 
 



Рисунок 7.4 – Пиранозная и фуранозная перспективные формулы Хеуорса молекул D-



глюкозы и фуранозная форма молекулы D-фруктозы. 



 



Аномерия 
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Образование пиранозных колец, как, например, в случае молекулы D-



глюкозы, обусловлено протеканием простой реакции между альдегидными и 



гидроксильными группами, что приводит к образованию полуацеталя. 



Полуацетали содержат асимметрический атом углерода и могут 



существовать в двух стереоизомерных формах. По своей природе D-



глюкопираноза представляет собой внутримолекулярный полуацеталь, 



который образуется при взаимодействии ОН-группы у пятого атома углерода 



с альдегидобразующим первым углеродным атомом, который в результате 



циклизации становится асимметричным. Таким образом, D-глюкопираноза 



может существовать в виде двух дополнительных стереоизомеров, для 



обозначения которых используют буквы  и .  



В итоге при циклизации число асимметрических атомов углерода в 



молекуле D-глюкозы становится на один больше. Стереоизомерные формы 



моносахаридов, отличающиеся друг от друга только конфигурацией 



полуацетального углеродного атома, такие, как -D-глюкоза  и -D-глюкоза, 



называются аномерами. Для того, чтобы различать эти изомеры пользуются 



простым правилом: если ОН-группа у аномерного атома углерода 



расположена под плоскостью кольца в формуле Хеуорса, то такая форма 



называется -аномером, если такая ОН-группа находится над плоскостью 



кольца – -аномером (рис. 7.5). 
 



 
 



Рисунок 7.5 – Перспективные формулы Хеуорса - и -аномеров D-глюкопиранозы 



 



Характерной особенностью явления аномерии является то, что в 



растворе моносахаридов постоянно протекает динамический процесс 



перехода от одной аномерной формы к другой, носящий название 



мутаротации. Это связано с тем, что циклическая форма моносахарида 



может раскрываться, и углевод какое-то время существует в форме линейной 



молекулы, при переходе вновь к циклической форме возможно образование 



уже другого аномера. 



Следует, однако, иметь в виду, что в действительности шестичленное 



пиранозное кольцо не лежит в одной плоскости, как это кажется при 



использовании формул Хеуорса. У большинства сахаров оно имеет форму 



кресла, а у некоторых – форму лодки или ванны; эти конформации 



изображаются при помощи, так называемых, конформационных формул (рис. 



7.6). 
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Рисунок 7.6 – Две изомерные формы пиранозного кольца (кресло и лодка), изображенные 



с помощью конформационных формул 



 



Биологические свойства и функции многих сложных углеводов, о 



которых будет сказано далее, определяются в значительной степени 



особенностями конформации образующих их простых шестиатомных 



сахаров. 
 



Сложные углеводы 
 



Сложные углеводы представляют собой группу углеводов с 



разнообразным строением и специфическими функциями. К ним относят 



олигосахариды и полисахариды. Под термином олигосахариды понимают 



определенную группу углеводов, построенных из разного числа 



моносахаридных звеньев от 2 до 15-20 (по мнению разных авторов, число 



моносахаридных остатков в олигосахаридах может достигать 30). Из 



сказанного выше следует, что простейшими олигосахаридами являются 



дисахариды, состоящие всего из двух остатков моносахаридов. 
 



Дисахариды 



 



Дисахариды состоят из двух ковалентно связанных друг с другом 



моносахаридов. У большинства дисахаридов химическая связь между 



моносахаридными единицами называется гликозидной связью. Она 



образуется между гидроксильной группой одного из сахаров и 



гидроксильной группой аномерного атома углерода другого сахара. 



Дисахариды, так же как и моносахариды, широко распространены в природе. 



Наиболее часто встречающимися дисахаридами являются: мальтоза, 



целлобиоза, лактоза, сахароза и трегалоза (см. табл. В «Приложении 2»). 



Мальтоза или солодовый сахар содержит два остатка D-глюкозы, 



соединенных гликозидной связью между аномерным атомом углерода одного 



остатка глюкозы и четвертым атомом углерода второго остатка. Аномерный 



атом углерода в гликозидной связи между двумя остатками D-глюкозы имеет 



-конфигурацию, соответственно эта связь обозначается как (1 4). 



Дисахарид целлобиоза также состоит из двух остатков D-глюкозы, но 



они соединены друг с другом (1 4)-связью. 



Еще один дисахарид лактоза или молочный сахар, при гидролизе 



которой образуется D-галактоза и D-глюкоза, присутствует только в молоке 



В молекуле лактозы галактоза и глюкоза связаны (1 4) связью. Наличие в 
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молекуле лактозы потенциально свободной карбонильной группы (в остатке 



глюкозы) делает ее восстанавливающим сахаром. 



Сахароза (свекловичный или тростниковый сахар) – дисахарид, 



состоящий из глюкозы и фруктозы. В отличие от мальтозы, целлобиозы и 



лактозы у сахарозы нет свободного аномерного атома углерода, поскольку 



оба аномерных атома моносахаридных остатков связаны друг с другом 



(1 2) -связью. По этой причине сахароза не является восстанавливающим 



дисахаридом. 



Еще одним не восстанавливающим дисахаридом является трегалоза 



часто встречающаяся в молодых грибах. Трегалоза состоит из двух остатков 



глюкозы, соединенных (1 1)-связью. 
 



 



Олигосахариды 



 



Другие олигосахариды, отличные от дисахаридов, устроены более 



сложно и реже встречаются в свободном виде. Наиболее простыми 



представителями являются мальтотриоза (состоит из трех остатков 



глюкозы), а также олигосахариды бобовых растений раффиноза (состоит из 



фруктозы и присоединенного к ней остатка галактозы) и стахиоза 



(отличается от раффинозы присутствием еще одного остатка галактозы). 



Важную группу более высокомолекулярных олигосахаридов составляют 



олигосахариды женского молока, например, лакто-N-фукопентаоза, которые 



играют важную роль в формирование кишечной флоры у новорожденных. 



Большая же часть олигосахаридов не встречается в свободной форме, а 



является составной частью гликопротеидов в виде боковых цепей, 



присоединенных к полипептидным цепям.  
 



Полисахариды 



 



В природе большинство углеводов представлено полисахаридами с 



высокой молекулярной массой. Биологическая роль ряда полисахаридов 



состоит в том, что одни обеспечивают накопление моносахаридов, другие 



служат структурными элементами клеточных стенок и соединительной 



ткани. Полисахариды отличаются друг от друга, как природой составляющих 



их моносахаридных остатков, так и длиной и степенью ветвления цепей. Их 



разделяют на два типа: – гомополисахариды, состоящие из остатков одного и 



того же моносахарида, и гетерополисахариды, содержащие остатки двух или 



большего числа видов моносахаридов. Полисахариды могут иметь линейную 



или разветвленную структуру. 
 



Гомополисахариды 
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К числу наиболее известных и важных с биологической точки зрения 



гомополисахаридов относят крахмал, гликоген, целлюлозу, пектины и хитин. 



Важнейшими резервными полисахаридами являются в клетках растений 



крахмал, а в клетках животных – гликоген. Крахмал представляет собой 



смесь двух полимеров глюкозы: -амилозы (15-20% от общего количества) и 



амилопектина (80-85%). -Амилоза имеет неразветвленную спиральную 



структуру, в которой остатки глюкозы соединены (1 4)-связями (рис. 7.7). 
 



 
 



Рисунок 7.7 – Структура фрагмента -амилозы 



Молекулярная масса цепей -амилозы колеблется от нескольких тысяч 



до 500.000. Амилопектин также имеет высокую молекулярную массу, но в 



отличие от -амилозы его цепи сильно разветвлены (одно ответвление 



примерно на каждые 20 остатков глюкозы). В неразветвленных участках 



остатки глюкозы соединены (1 4)-связями, а в точках ветвления – связями 



(1 6). 
 



 
 



Рисунок 7.8 – Фрагмент структуры амилопектина. В точках ветвления присутствует 



(1 6)-связь 



 



Гликоген – основной резервный полисахарид в клетках животных. 



Основная масса гликогена накапливается у животных в клетках печени и 



клетках скелетной мускулатуры. Подобно амилопектину, гликоген является 



разветвленным полисахаридом, состоящим из остатков D-глюкозы, 
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связанных друг с другом (1 4)-связями, но по сравнению с амилопектином 



он значительно более разветвлен (примерно одна точка ветвления на 10 



остатков D-глюкозы) и компактен. В местах ветвления образуются (1 6)-



связи. 



Декстринами называют вещества, образующиеся при гидролизе 



крахмала под действием амилаз. Амилазы расщепляют только (1 4)-связи. 



Устойчивое по отношению к амилазам «ядро» амилопектина, содержащее 



большое число (1 6)-связей называют остаточным декстрином. 



Целлюлоза – линейный, неразветвленный гомополисахарид, состоящий 



из 10.000 и более остатков D-глюкозы. Она нерастворима в обычных 



растворителях и в воде и построена из -D-глюкопиранозных звеньев, 



соединенных (1 4) связями, образующих длинные вытянутые цепи, 



стабилизированные поперечными водородными связями. Если наиболее 



распространенными внутриклеточными биополимерами следует считать 



белки, то целлюлоза, бесспорно, это не только самый распространенный 



внеклеточный структурный полисахарид в растительном мире, но и вообще 



самый распространенный в природе биополимер. 
 



 
 



 
 



Рисунок 7.9 – Фрагмент структуры молекулы целлюлозы. Полимерные цепи целлюлозы 



располагаются параллельно и соединяются водородными связями 
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Многие млекопитающие, в том числе человек, не способны 



переваривать целлюлозу, так как их пищеварительная система не содержит 



ферментов, расщепляющих -связи. В кишечнике жвачных и многих других 



травоядных животных присутствуют микроорганизмы, способные 



расщеплять -связи, и для этих животных целлюлоза является важным 



источником пищевых калорий. В толстом кишечнике человека также 



содержится ряд штаммов бактерий, способных воздействовать на целлюлозу, 



но их количество мало, и с их помощью человек переваривает только 



незначительную часть поступающей в его организм целлюлозы. 



В основе пектиновых соединений лежат, так называемые пектовые 



кислоты, которые построены, в основном, из остатков -D-галактуроновой 



кислоты, связанных (1 4)-связью. 
 



 
 



Рисунок 7.10 – Фрагмент структуры молекулы пектина. Полимерные цепи пектина 



образованы, связанными друг с другом остатками -D-галактуроновой кислоты 



 



В пектине и протопектине разное число атомов водорода 



карбоксильных групп остатков -D-галактуроновой кислоты (выделены 



звездочками) замещается метильными группами (–СН3). Собственно пектин 



содержится в значительном количестве в растительных соках. Протопектин 



является обычным компонентом клеточной стенки, и менее растворим, чем 



пектин. 



Хитин, наряду с целлюлозой и пектинами, также является одним из 



важнейших полисахаридов, выполняющих структурную функцию. Он входит 



в состав клеточных стенок грибов и участвует в формировании твердого 



наружного покрова (экзоскелета) насекомых и ракообразных. Мономером 



хитина является N-ацетилглюкозамин, молекулы которого связаны друг с 



другом (1 4)-гликозидной связью. 
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Рисунок 7.11 – Фрагмент структуры молекулы хитина. N-ацетил-D-глюкозамин является 



основным строительным блоком хитина и многих других структурных полисахаридов 



 



Группа гетерополисахаридов будет рассмотрена нами в теоретической части 



к следующей лабораторной работе. 
 



Химические свойства углеводов 
 



Прежде, чем перейти к изучению химических свойств углеводов 



целесообразно ознакомиться с методом позволяющим устанавливать 



способность моносахаридов действительно образовывать в растворе 



циклические формы. Важнейшим тестом на существование моноз в растворе 



в циклической форме является реакция с фуксин-сернистой кислотой. 
 



Реакция с фуксин-сернистой кислотой 



В основе этой реакции лежит способность главного компонента 



данного реагента – фуксина – взаимодействовать с альдегидными группами 



сахаров, образуя окрашенные в розовый цвет соединения (примером может 



служить реакция фуксина с формальдегидом). 
 



 
 



Вполне понятно, что при образовании циклической формы 



моносахаридов их альдегидная группа оказывается связанной, и не может 



взаимодействовать с фуксином. При этом окраска раствора не должна 



изменяться. 



К основным химическим свойствам моносахаридов и других углеводов 



традиционно относят следующие: 
 



1. Окисление моносахаридов до моно-, дикарбоновых и альдоновых кислот; 



2. Восстановление моносахаридов до спиртов; 



3. Образование сложных эфиров; 



4. Образование гликозидов; 



5. Брожение: спиртовое, молочнокислое, лимоннокислое и маслянокислое. 



В данной лабораторной работе нами будет рассмотрена редуцирующая 



(восстановительная) способность ряда моно- и дисахаридов, что связано с 
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наличием у них реакционноспособной альдегидной группы. К 



редуцирующим сахарам относят альдозы (глюкоза, галактоза, рибоза, 



ксилоза и др.) и дисахариды, имеющие свободную, незадействованную в 



образовании гликозидной связи альдегидную группу (лактоза, мальтоза, 



целлобиоза и др.). Данные сахара, окисляясь в щелочной среде до 



альдоновых кислот (альдегидная группа окисляется до карбоксильной), 



восстанавливают соли оксида меди (II) до соли оксида меди (I), соли оксида 



висмута – до металлического висмута, соли серебра – до металлического 



серебра. 



 



Реакция «серебряного зеркала» 



Редуцирующие сахара способны восстанавливать оксид серебра с 



образованием металлического серебра за счет окисления собственных 



альдегидных групп до карбоксильных, при этом сами они превращаются в 



альдоновые кислоты. 
 



 
 



Для проведения данной реакции глюкоза или фруктоза добавляются к 



аммиачному раствору гидрата окиси серебра. В случае глюкозы выделяется 



металлическое серебро либо в виде осадка черного цвета, либо в виде 



зеркального налета на стенках пробирки. Фруктоза не восстанавливает оксид 



серебра. Несмотря на то, что этот сахар также содержит карбонильную 



группу, но она представлена малореакционноспособной кето-группой, для 



окисления которой требуются более жесткие условия. В связи с этим кетозы 



не относятся к редуцирующим сахарам. 



Аммиачный раствор гидрата окиси серебра получают при 



взаимодействии нитрата серебра с гидроксидом натрия и гидроксидом 



аммония: 



 



AgNO3 + NaOH  AgOH  + NaNO3, 



AgOH + 2 NH4OH  Ag(NH3)2 OH + H2O, 
                                     аммиачный раствор серебра 



Ag(NH3)2 OH + 3 H2O  Ag2O + 4 NH4OH. 



 



Реакция Троммера на моносахариды 
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В щелочной среде альдозы и некоторые дисахариды, имеющие 



потенциально свободную альдегидную группу или свободный гликозидный 



гидроксил окисляются до альдоновых кислот, одновременно восстанавливая 



медь (II) в медь (I). 



В данной реакции, образовавшийся вследствие взаимодействия NaOH и 



CuSO4 гидроксид меди (II) [имеет синюю окраску], восстанавливается до 



гидроксида меди (I) [желтая окраска], который далее распадается до Cu2O 



[красная окраска]: 



 



2 NaOH + CuSO4  Cu(OH)2  + Na2SO4 



                                                                  t° 



Глюкоза + 2 Cu(OH)2 → Глюконовая кислота + 2 СuOH + 2 H2O 



2 СuOH → Cu2O  + H2O 
 



Лактоза, манноза, целлобиоза и некоторые другие дисахариды также 



способны восстанавливать металлы (например, медь). Это связано с 



наличием у них свободного гликозидного гидроксила у одного из двух 



остатков моносахаридов, входящих в состав дисахарида (лактоза, манноза, 



целлобиоза). При этом возможен распад циклической структуры одного из 



остатков моносахарида с высвобождением альдегидной группы (процесс 



перехода моносахарида в растворе из линейной формы в циклическую и 



наоборот является динамическим), которая и подвергается окислению. 
 



 
 



Сахароза не способна восстанавливать металлы. Это обусловлено как 



наличием в ее составе кетозы (фруктозы), так и тем, что у обоих 



моносахаридов гликозидные гидроксилы (С1 у глюкозы и С2 у фруктозы) 



задействованы в образовании связи внутри молекулы дисахарида. 



Важно отметить, что избыток медной соли маскирует реакцию, так как 



гидроксид меди (II) при нагревании теряет воду и дает черный оксид меди 



(II). В связи с этим, часто используется ниже изложенная модификация 



данного метода. 
 



Реакция с фелинговой жидкостью 
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Нередко пользуются так называемой фелинговой жидкостью, в которой 



ион меди в степени окисления +2 находится в виде комплексного соединения 



с тартратами. Механизм реакции редуцирующих углеводов с фелинговой 



жидкостью такой же, как и в реакции Троммера. Преимуществом фелинговой 



жидкости является то, что медь при избытке реактива не выпадает в виде 



оксида меди (II). 
 



 
 



 



Реакция Ниландера 



Для обнаружения редуцирующих сахаров часто применяют также соли 



висмута. Соли висмута особенно удобны для обнаружения сахара в моче, так 



как в отличие от солей меди они не восстанавливаются мочевой кислотой: 



 



Bi(OH)2NO3 + NaOH  Bi(OH)3 + NaNO3 



 



 
 



Реакция Барфеда (позволяет отличать восстанавливающие 



дисахариды от моносахаридов) 



Проба Барфеда отличается от всех предыдущих реакций 



восстановления того или иного реагента тем, что окисление сахара протекает 



не в щелочной среде, а в среде, близкой к нейтральной. В этих условиях 



редуцирующие дисахариды в противоположность моносахаридам 



практически не окисляются, что позволяет отличить их от моносахаридов. 



Реактив Барфеда представляет собой подкисленный раствор ацетата 



меди (II) (Данная соль в водном растворе подвергается гидролизу с 



образованием Cu(OH)2 и СH3COOH). Моносахариды восстанавливают 



гидроксид меди (II) до оксида меди (I), дисахариды реакции не дают. 
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Необходимо отметить, что следует избегать длительного кипячения, 



так как дисахариды в кислой среде могут гидролизоваться до моносахаридов, 



в результате чего реакция Барфеда станет положительной. 
 



Метиленовая проба 



Данная реакция представляет собой пробу на восстанавливающие 



дисахариды с метиламинхлоридом (CH3–NH2 HCl). В присутствии 



восстанавливающих дисахаридов раствор, который сначала (после 



подщелачивания) приобрел желтый цвет, становится ярко-карминовым. 



Сахароза и другие нередуцирующие дисахариды реакцию не дают. В 



присутствии моносахаридов окрашивание остается желтым или переходит в 



оранжевое. 
 



Качественные реакции на углеводы 



 



Реакция Толленса (проба с нафторезорцином) 



Данная реакция является одной из наиболее специфичных и 



чувствительных на углеводы. Отличительной ее особенностью является 



зависимость окраски раствора от природы углевода. Например, глюкоза, 



манноза, галактоза дают сине-зеленую окраску, рамноза – фиолетовую, 



арабиноза и ксилоза – темно-синюю, уроновые кислоты, для обнаружения 



которых часто применяется эта реакция, окрашивают эфирную фракцию в 



фиолетовый цвет. 
 



 
 
 



Реакция на углеводы с -нафтолом 



Чувствительной реакцией на углеводы является реакция с -нафтолом.  



Данная проба основана на том, что при взаимодействии с концентрированной 



серной кислотой углеводы образуют фурфурол [номенклатурн. – фурфураль] 



или 5-(оксиметил)-фурфурол, которые конденсируются с двумя молекулами 



сульфированного -нафтола. 
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Получающийся при этом триарилметановый хромоген затем окисляется в 



серной кислоте, образуя окрашенное хиноидное соединение. 



Серная кислота, добавляемая в реакционную смесь (делать это нужно 



осторожно, по стенке пробирки, без встряхивания), опускается на дно 



пробирки и на границе двух жидкостей образуется кольцо красно-



фиолетового цвета.  
 



Реакция на сахара с антроном 
Фурфурол или 5-(оксиметил)-фурфурол, образующиеся при действии 



серной кислоты на сахара, конденсируясь с антроном, дают соединения 



ксантенового типа от синего до зеленого цвета. 
 



 
 



Конденсация происходит за счет альдегидной группы фурфурола или 5-



(оксиметил)-фурфурола и активной метиленовой группы антрона. 
 



 
 



Антрон дает реакцию только с восстанавливающими сахарами, но нет 



значительных различий между моносахаридами с различной эпимерией и их 



соединениями. Так, галактоза дает лишь несколько более слабое 



окрашивание, чем глюкоза. 



Недостатком метода является то, что с антроном могут давать цветную 



реакцию и полисахариды (например, гликоген). При сильном разведении, эта 



реакция дает завышенные результаты определения глюкозы в тканях. 



Развитие окраски с антроном также может быть усилено присутствием 



галоидов в среде. 
 



Реакция на кетозы 
5-(оксиметил)фурфурол, образующийся при нагревании кетогексоз с 



сильными кислотами (HCl, H2SO4), дает с резорцином вишнево-красное 



окрашивание. 
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Эта цветная реакция, предложенная Селивановым, положена в основу 



фотометрического определения фруктозы и ее фосфорных эфиров 



(фруктозодифосфата и фруктозомонофосфата). 
 



 
 



Окраска, образующаяся с фруктозофосфатами, менее интенсивна, чем с 



чистой фруктозой. Так, с фруктозодифосфатом интенсивность окраски 



составляет только 52.5% интенсивности окраски свободной фруктозы при 



расчете на 1 моль вещества. 



Реакцию с резорцином дают как свободные кетогексозы, так и 



образующиеся при гидролизе сложных сахаров (например, сахарозы). 



Альдозы также могут образовывать 5-оксиметил-фурфуролы, но при этом 



требуется длительное нагревание. 
 



Реакция на пентозы 



При нагревании с концентрированными серной или соляной кислотами 



пентозы теряют три молекулы воды и превращаются в фурфурол. Последний 



в присутствии хлорида железа (III) способен конденсироваться с анилином, 



тимолом или орцином с образованием характерных продуктов вишнево-



красного, красного и зеленого цвета, соответственно. 
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Реакция на дезоксипентозы с дифениламином 



2-дезоксипентозы при нагревании с кислотой в мягких условиях 



образуют фурфуриловый спирт и родственные ему хромогены, которые 



конденсируются с ароматическими аминами, в частности – дифениламином, 



с образованием соединений, имеющих синюю окраску. 
 



 
 



Реакция на сахарозу 



Сахароза при взаимодействии с нитратом кобальта в присутствии 



гидроксида натрия образует соединения, имеющие фиолетовую окраску. 
 



Реакция на лактозу 



При кипячении лактозы с гидроксидами натрия и аммония образуются 



продукты реакции, имеющие оранжево-желтую окраску. 
 



Реакция с раствором Люголя на полисахариды 



При взаимодействии полисахаридов с йодом (раствор Люголя) имеют 



место различные процессы: комплексообразование, адсорбция и пр. Оттенок 



окрашивания зависит от строения полисахарида, в частности от степени его 



ветвления. Темно-синее окрашивание свидетельствует о присутствии 



крахмала, красно-бурое – гликогена или эритродекстрина. Заметим, что для 



идентификации двух последних соединений исследуемый раствор нужно 



нагреть: в присутствии гликогена наблюдается опалесценция, а если раствор 



прозрачный – присутствует эритродекстрин. 
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Контрольные вопросы 
 



1. Строение и функции углеводов в организме. 



2. Классификация углеводов. Общая характеристика. 



3. Моносахариды. Классификация моносахаридов. 



4. Виды изомерии. Явление стереоизомерии. Асимметрические (хиральные) 



атомы. 



5. Правила изображения L- и D-стереоизомеров с помощью формул 



Фишера. 



6. Биологическая активность стереоизомеров. Стереоизомерия соединений, 



полученных химическим и ферментативным путем. Рацематы. 



7. Диастереоизомерия. 



8. Оптическая активность моносахаридов. 



9. Циклические формы углеводов. Механизм их образования. Правила 



написания перспективных формул Хеуорса. Проба на присутствие 



углеводов в растворе в циклической форме. 



10. Аномерия. Явление мутаротации. Конформационные формулы углеводов. 



11. Аминосахара: основные принципы строения, биологическая роль. 



12. Гликозиды: основные принципы строения, биологическая роль. 



13. Олигосахариды: строение, биологическая роль. 



14. Полисахариды (гомополисахариды): строение, биологическая роль. 



15. Причины редуцирующих свойств (или их отсутствия) у моносахаридов. 



16. Причины редуцирующих свойств (или их отсутствия) у дисахаридов. 



17. Механизм реакций восстановления веществ под влиянием редуцирующих 



сахаров: реакция «серебряного зеркала», проба Троммера и ее 



модификация – реакция с фелинговой жидкостью, реакция Ниландера. 



18. Реакции позволяющие различать редуцирующие моносахариды и 



редуцирующие дисахариды: реакция Барфеда, метиленовая проба.  



19. Качественные реакции на углеводы: проба снафторезорцином, проба с -



нафтолом. 



20. Качественные реакции на углеводы (группоспецифичные на альдозы и 



кетозы): проба с антроном, проба с нафторезорцином. 



21. Качественные реакции на углеводы (группоспецифичные на пентозы и 



дезоксипентозы): пробы с анилином, орцином, тимолом, проба с 



дифениламином. 



22. Качественные реакции на индивидуальные углеводы: проба на сахарозу, 



проба на лактозу. 



23. Качественные реакции на полисахариды: проба с раствором Люголя. 



24. Принцип разделения углеводов методом бумажной хроматографии.   
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ХОД РАБОТЫ 
 



ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА УГЛЕВОДОВ 
 



Редуцирующая способность альдоз и некоторых дисахаридов 



 



Реакция «серебряного зеркала» 



1. В две пробирки вносят по 3 капли 0.2 М раствора AgNO3 и 5 капель 2 М 



NaOH. 



2. Добавляют по каплям 2 М раствор NH4OH до полного растворения 



образовавшегося осадка. 



3. Затем в первую пробирку приливают 5 капель 0.5% раствора глюкозы, во 



вторую – столько же 0.5% раствора фруктозы. 



4. Обе пробирки подогревают на водяной бане. 



5. Отмечают появление либо черного осадка, либо блестящего зеркального 



налета на стенках одной из пробирок (последнее наблюдается, если стенки 



пробирок химически чистые – вымыты с помощью «хромовой смеси»).  



6. Делают выводы о восстанавливающей способности глюкозы и фруктозы.   
 



Реакция Троммера 



1. В четыре пробирки наливают по 2 мл 2% раствора глюкозы, фруктозы, 



сахарозы и лактозы (мальтозы), соответственно. 



2. К ним приливают по 2 мл 10% раствора NaOH. 



3. Далее в каждую пробирку добавляют по каплям 5% раствор CuSO4 до 



появления неисчезающей мути Cu(OH)2. 



4. Затем пробирки нагревают до появления окраски.  



5. Делают выводы о восстанавливающей способности данных моно- и 



дисахаридов. 
 



Реакция с фелинговой жидкостью 



1. В четыре пробирки наливают по 2 мл 2% раствора глюкозы, фруктозы, 



сахарозы и лактозы (мальтозы), соответственно. 



2. К этим растворам приливают по 2 мл фелинговой жидкости. 



3. Далее пробирки нагревают до кипения. 



4. Отмечают появление окраски. 



5. Делают выводы о восстанавливающей способности данных моно- и 



дисахаридов. 



6. Сравнивают полученные результаты с предыдущей реакцией. 
 



Реакция Ниландера 



1. В четыре пробирки наливают по 2 мл 2% раствора глюкозы, фруктозы, 



сахарозы и лактозы (мальтозы), соответственно. 



2. К этим растворам приливают по 2 мл реактива Ниландера. 



3. Пробирки осторожно кипятят около 2 мин. 
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4. Отмечают появление окраски. 



5. Делают выводы о восстанавливающей способности данных моно- и 



дисахаридов. 
 



Реакция Барфеда 



1. В две пробирки наливают по 5 мл реактива Барфеда. 



2. В первую пробирку добавляют 1 мл 2% раствора глюкозы, а во вторую – 



2% раствора лактозы (мальтозы). 



3. Обе пробирки нагревают на водяной бане в течение 10 мин. 



4. Отмечают появление окраски. 



5. Делают выводы о восстанавливающей способности редуцирующих моно- 



и дисахаридов в нейтральной и кислой средах. 
 



Метиленовая проба 



1. В три пробирки наливают по 1 мл 2% раствора глюкозы, сахарозы и 



лактозы (мальтозы), соответственно. 



2. В каждую пробирку прибавляют по 5 капель 5% водного раствора 



метиламинхлорида. 



3. Пробирки помещают в кипящую водяную баню на 10 мин. 



4. Далее смеси сильно подщелачивают 7 каплями 20% раствора NaOH. 



5. Отмечают появление окраски и делают выводы.  



 
Доказательство существования моносахаридов в растворе в циклической форме 



 



Реакция с фуксиносернистой кислотой 



1. В три пробирки наливают по 1 мл 2% раствора глюкозы, фруктозы и 



формальдегида, соответственно. 



2. В каждую пробирку прибавляют по 0.5 мл раствора фуксиносернистой 



кислоты. 



3. Содержимое пробирок встряхивают. 



4. Отмечают появление окраски и делают выводы. 
 



МЕТОДЫ РАЗДЕЛЕНИЯ И ИДЕНТИФИКАЦИИ УГЛЕВОДОВ 
 



Качественные реакции на углеводы 



 



Проба на углеводы с нафторезорцином (реакция Толленса) 



1. В разные пробирки наливают по 3 мл 2% растворов различных углеводов. 



2. В каждую пробирку добавляют по 0.5 мл 1% спиртового раствора 



нафторезорцина и такой же объем концентрированной соляной кислоты. 



3. Смеси осторожно нагревают до кипения, кипятят 1 мин и затем 



охлаждают. 



4. В каждую пробирку добавляют по 1 мл эфира и содержимое пробирок 



взбалтывают. 
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5. Отмечают различное окрашивание эфирного слоя и делают выводы. 
 



Реакция на углеводы с -нафтолом 



1. К 10-ти каплям 2% раствора глюкозы прибавляют 4 капли -нафтола. 



2. Осторожно наслаивают из пипетки 1 мл концентрированной серной 



кислоты. 



3. Отмечают появление окрашенного кольца на границе двух жидкостей и 



делают выводы. 
 



Реакция на углеводы с антроном 



1. К 5-ти каплям 2% растворов глюкозы и фруктозы прибавляют по 8 капель 



раствора антрона в концентрированной серной кислоте. 



2. Пробирки встряхивают и оставляют на 20 минут при комнатной 



температуре. 



3. Отмечают появление окраски и делают выводы. 
 



Проба на кетозы с резорцином 



1. В две пробирки наливают по 2 мл 2% раствора фруктозы и глюкозы, 



соответственно. 



2. Далее в каждую пробирку добавляют по 3 капли реактива Селиванова и 



нагревают до кипения. 



3. Наблюдают окрашивание и делают выводы. 



 
Реакция на пентозы  



 



Проба с анилином 



1. К 1 мл 2% раствора рибозы (ксилозы) добавляют 1 мл концентрированной 



соляной кислоты. 



2. Смачивают полоску фильтровальной бумаги раствором анилина. 



3. Кипятят содержимое пробирки, держа бумажку, смоченную анилином, в 



парах. 



4. Наблюдают окрашивание фильтровальной бумаги и делают выводы. 
 



Проба с орцином  



1. К 1 мл 2% раствора рибозы (ксилозы) приливают 1 мл орцинового 



реактива. 



2. Смесь нагревают на кипящей водяной бане в течение 20 мин. 



3. Отмечают появление окраски и делают выводы. 
 



Проба с тимолом  



1. К 1 мл 2% раствора рибозы (ксилозы) добавляют 3 капли 1% спиртового 



раствора тимола. 



2. Затем по стенке осторожно наслаивают 1 мл концентрированной серной 



кислоты. 
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3. Отмечают появление окрашенного кольца на границе двух жидкостей и 



делают выводы. 
 



Реакция на дезоксипентозы с дифениламином 



1. К 1 мл 2% раствора дезоксирибозы добавляют 2 мл раствора 



дифениламина. 



2. Реакционную смесь кипятят в течение 10 мин. 



3. Наблюдают окрашивание и делают выводы. 
 



Реакция на сахарозу 



1. К 2 мл 2% раствора сахарозы приливают 1 мл 5% раствора NaOH. 



2. Далее к смеси добавляют 5 капель 2% раствора Co(NO3)2. 



3. Наблюдают появление окраски и делают выводы. 
 



Реакция Мальфатти на лактозу 



1. К 1 мл 2% раствора лактозы прибавляют 2 капли 10% раствора NaOH. 



2. Далее к смеси приливают 0.5 мл концентрированного NH4OH. 



3. Пробирку помещают в водяную баню на 15 мин. 



4. Наблюдают окрашивание и делают выводы. 
 



Реакция на полисахариды (с раствором Люголя) 



1. К 1 мл 0.25% раствора полисахарида (крахмала) приливают 2 капли 



реактива Люголя.  



2. Наблюдают появление окраски и делают выводы. 



 



Гидролиз целлюлозы. 



1. В пробирку помещают мелкоизмельченный кусочек фильтровальной 



бумаги и добавляют 1–3 капли (ОСТОРОЖНО!) концентрированной 



серной кислоты так, чтобы кислота смочила бумагу. 



2. Смесь осторожно нагревают (обычно достаточно тепла руки) до почти 



полного растворения целлюлозы. 



3. К полученному раствору добавляют 10 капель воды, хорошо 



перемешивают и нагревают на кипящей водяной бане 30 минут. 



4. По окончании реакции к небольшой порции раствора прибавляют 1 каплю 



раствора сульфата меди и по каплям добавляют 10 % раствор гидроксида 



натрия до появления интенсивно синей окраски. 



5. Нагревают пробирку на водяной бане. Наблюдают изменение окраски и 



делают выводы. 



Разделение углеводов методом бумажной хроматографии 



 



1. На полоске хроматографической бумаги отмечают линию старта (1-1.5 см 



от края бумаги), а так же места нанесения стандартных растворов 



углеводов и анализируемой смеси. 
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2. Микропипеткой наносят на хроматографическую бумагу по 2 л каждого 



раствора. Нанесение проводят в несколько приемов, следя за тем, чтобы 



пятно раствора не растекалось более чем на 3 мм. Каждую последующую 



порцию раствора наносят после полного высыхания предыдущей, что 



определяют по исчезновению просвечивания бумаги в точке нанесения. 



3. Места нанесения образцов высушивают. 



4. Параллельно готовят растворитель изопропанол : вода в соотношении 4:1 



объемом 20 мл.  



5. Растворитель заливают в хроматографическую камеру, герметично 



закрывают и оставляют на некоторое время для насыщения камеры парами 



растворителя. 



6. Бумажную полоску помещают в хроматографическую камеру. 



Хроматографическое разделение заканчивают, когда фронт растворителя 



переместится к противоположному концу полоски бумаги (2-3 см от края).  



7. Хроматограмму высушивают. 



8. Углеводы идентифицируют путем опрыскивания хроматограммы 1% 



водным раствором KМnO4, содержащим 2% Na2CO3, и последующего 



высушивания полоски бумаги при комнатной температуре. 



Спиртосахара, гликозиды, восстанавливающие, невосстанавливающие 



сахара дают желтые пятна на пурпурном фоне, а затем (со временем) серые 



пятна на коричневом фоне. 



9. Определяют значения Rf стандартов углеводов и углеводов в 



анализируемой смеси. Идентифицируют углеводы, содержащиеся в 



анализируемой смеси. 
 



ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПЕКТИНОВЫХ ВЕЩЕСТВ 



 



Осаждение спиртом  



1. В пробирку наливают 1 мл раствора пектиновых веществ. 



2. К раствору приливают 0,5 мл 5% соляной кислоты. 



3. Затем добавляют 2 мл этилового спирта. При этом образуется прозрачный 



желатиноподобный осадок. 



 



Осаждение щелочноземельными основаниями  



1. В пробирку наливают 1 мл раствора пектиновых веществ. 



2. Добавляют 1 мл гидроокиси кальция и кипятят на водяной бане до 



образования осадка. Пектины осаждаются при кипячении в виде пектата 



кальция.  



 



Образование окраски с перманганатом калия  



1. В пробирку наливают 2 мл раствора пектиновых веществ. 



2. Добавляют 1 мл 0,25% раствора перманганата калия. 











33 



 



3. Раствор нагревают на водяной бане. При нагревании раствора до 



температуры кипения образуется интенсивное окрашивание в золотистый 



цвет со слабой зеленоватой флуоресценцией. 



 



Образование желтой окраски со щелочами  



1. К 0,5 мл раствора пектиновых веществ, добавляют несколько капель 2%-



ного раствора гидроокиси калия.  



2. Раствор оставляют на 15 минут при комнатной температуре. При этом 



появляется сильное желтое окрашивание. 



3. Затем к раствору добавляют по каплям соляную кислоту, при этом 



образуется белый хлопьевидный осадок пектовой кислоты 



 



Определение через галактуроновую кислоту  



1. В пробирку наливают 1 мл раствора пектиновых веществ. 



2. Пектины осаждают добавляя 2 мл 96%-ного этанола. 



3. Осадок растворяют в воде и гидролизуют концентрированной соляной 



кислотой. 



4. Гидролизованный раствор фильтруют и исследуют на содержание D-



галактуроновой кислоты. 



5. В пробирку наливают равные объемы растворов галактуроновой и 



концентрированной соляной кислот и нагревают 1 мин с 1 мл 1%-ного 



раствора нафторезорцина в этиловом спирте. 



6. Раствор охлаждают и прибавляют равный объем эфира, размешивают и 



оставляют стоять до образования двух слоев. В присутствии D-



галактуроновой кислоты эфирный слой окрашивается в сине-фиолетовый 



цвет. 
 



Объемное измерение осадка пектовой кислоты  



1. К 200 мл исследуемого раствора прибавляют 2,5 мл 40%-ного раствора 



гидроокиси натрия и оставляют при комнатной температуре в течение 15 



мин.  



2. Образовавшуюся пектовую кислоту осаждают 10 мл концентрированной 



соляной кислоты. 



3. Центрифугируют при 3000 об/мин в течение 10 мин в градуированной 



центрифужной пробирке.  



4. Пользуясь калибровочной кривой и объемом полученного осадка, 



определяют концентрацию пектиновых веществ.  



5. Для построения калибровочной кривой используют данные таблицы:  



 



Концентрация пектина, % 
Объем осадка 



пектовой кислоты, мл 
Метиловый эфир 



пектовой кислоты 
Полигалактуронаны 



0,05 0,35 11,0 
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0,10 0,70 21,5 



0,15 0,105 30,0 



0,20 0,140 34,5 



0,25 0,175 39,7 



0,30 0,210 44,0 



 



Оформление работы 



К занятию: 



1. Кратко законспектировать теоретические данные по лабораторной работе. 



Во время занятия: 



2. Описать этапы работы. 



3. Зарисовать хроматограмму. 



4. Описать результаты.  



5. Сделать выводы. 
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ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА № 8 



 



Темы: III. Гликопротеины и протеогликаны 



 IV. Методы количественного определения углеводов 



Цель 



работы: 



Изучение структуры и свойств гликопротеинов на примере 



овальбумина 



Освоение методов количественного определения углеводов в 



растворах 



 



Оборудование и материалы: 
 



 Спектрофотометр SOLAR PV 1251; 



 Кюветы полистирольные; 



 Термостат; 



 Центрифуга настольная; 



 Весы центрифужные; 



 Пробирки центрифужные; 



 Пипетки стеклянные на 1 мл и 5 мл; 



 Микропипетки автоматические; 



 Цилиндры мерные на 250 мл и 100 мл; 



 Пробирки стеклянные химические; 



 Штативы для пробирок; 



 Бумага фильтровальная; 



 Бумага миллиметровая; 



 Палочки стеклянные. 



 Пластинки для хроматографии. 



 



Реактивы: 
 



 Сульфат аммония ([NH4]2SO4), насыщенный раствор; 



 -нафтол, 0.1% спиртовой раствор; 



 Тимол, 1% спиртовой раствор; 



 Серная кислота (H2SO4), конц.; 



 Трихлоруксусная кислота (ТХУ), 3% раствор; 



 Орто-толуидиновый реактив; 



 Рабочий реагент для глюкозооксидазного метода (смесь ферментов: 



глюкозооксидаза, пероксидаза); 



 Глюкоза, стандартные растворы: 5,55ммоль/л, 16,67ммоль/л, 16,00ммоль/л; 



 Уксусная кислота (CH3COOH), конц., 



 Гидроксид натрия (NaOH), 10 % раствор, 



 Фруктоза, стандартный раствор (25 мг/мл), 



 Резорцин , 0,1 % спиртовой раствор, 



 Соляная кислота (HCl), 30% раствор, 



 Смесь для хроматографии (бутанол-ацетон- вода (4 :5:1)), 
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 Смесь углеводов для хроматографии, 



 Нафторезорциновый реактив,  



 Вода дистиллированная. 
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ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 



 



ГЛИКОПРОТЕИНЫ И ПРОТЕОГЛИКАНЫ 
 



Природные соединения, в состав которых входят гетерополисахариды 



представлены, главным образом, гликопротеинами и гликозаминогликанами. 



Гликопротеины – это белки, содержащие олигосахаридные 



(гликановые) цепи, ковалентно присоединенные к полипептидной основе. 



Гликозаминогликаны, иначе их называют мукополисахаридами, представляют 



собой полисахариды, построенные из повторяющихся дисахаридных 



компонентов, которые обычно содержат аминосахара (глюкозамин или 



галактозамин в сульфированном или несульфированном виде) и уроновые 



кислоты (глюкуроновую или идуроновую). Они обычно ковалентно связаны 



с белком; комплекс одного или более гликозаминогликанов с белком носит 



название протеогликана. Широкое распространение получил также термин 



гликоконъюгаты – обозначающий совокупность молекул, которые содержат 



углеводные цепи (одну или более), ковалентно связанные с липидом или 



белком. Сюда относят гликолипиды и уже упоминавшиеся гликопротеины и 



протеогликаны. 
 



Гликопротеины 
 



Гликопротеины в том или ином виде присутствуют у большинства 



организмов – от бактерий до человека. Эта многочисленная группа 



модифицированных белков с различной структурой обладает в соответствии 



со строением и разнообразными функциями: 
 



1. Структурная функция (компоненты клеточных стенок, коллаген, эластин, 



фибрины, костный матрикс); 



2. «Смазочные» и защитные агенты (муцины, слизистые секреты); 



3. Транспортная функция зависит от существования молекул способных 



переносить витамины, липиды, минералы и микроэлементы; 



4. Иммунологические молекулы (иммуноглобулины, интерферон, антигены 



гистосовместимости, комплемент); 



5. Гормоны (хорионический гонадотропин, тиреотропин); 



6. Ферменты (протеазы, нуклеазы, гликозидазы, гидролазы, факторы 



свертывания крови); 



7. Места клеточных контактов/распознавания (клетка–клетка, вирус–клетка, 



бактерия–клетка, гормональные рецепторы); 



8. Антифризные функции в крови у антарктических рыб; 



9. Лектины. 



Углеводная часть в молекулах гликопротеинов может составлять менее 



1%, а может достигать 30% и более (в единицах массы).  
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Ниже перечислены некоторые предполагаемые функции 



олигосахаридных цепей в составе гликопротеинов: 



1. Модулируют физико-химические свойства белков, такие, как 



растворимость, вязкость, заряд и денатурируемость; 



2. Осуществляют защиту белков от протеолиза внутри клетки и во 



внеклеточном пространстве (особенно это относится к ферментам 



пристеночного пищеварения энтероцитов); 



3. Влияют на протеолитический процессинг белков-предшественников с 



образованием продуктов меньшего размера; 



4. Участвуют в проявлении биологической активности, например, 



хорионического гонадотропина. 



5. Влияют на процессы проницаемости мембран, внутриклеточную 



миграцию, сортировку и секрецию; 



6. Влияют на различные стадии эмбрионального развития и процесс 



дифференцировки; 



7. Могут влиять на выбор мест метастазирования раковых клеток. 
 



Между сахарами, образующими олиго- или полисахариды может 



возникать огромное количество вариантов гликозидных связей. Например, 



три различные гексозы могут соединяться друг с другом с образованием 



более 1000 различных трисахаридов. Конформация сахаров в 



олигосахаридных цепях варьирует в зависимости от их связей и близости 



других молекул, с которыми олигосахариды могут взаимодействовать. В 



связи с этим становится понятным, что в олигосахаридных цепях может быть 



закодирована значимая биологическая информация, зависящая от природы 



составляющих их сахаров, последовательности и способа их взаимодействия 



друг с другом и реальной пространственной конформации этих 



моносахаридов. В табл. 1 приведены структурные формулы моносахаридов 



(по Хеуорсу), которые встречаются в составе гликопротеинов. 
 



Моносахариды, обнаруживаемые в гликопротеинах 
 



Не смотря на то, что в природных источниках обнаружено и описано 



более 200 различных моносахаридов, в составе олигосахаридных цепей, 



являющихся компонентами гликопротеинов основные моносахариды 



представлены приведенными в табл. 1 представителями. Строение большей 



части этих моносахаридов рассматривалось в предыдущей лабораторной 



работе. Однако следует уделить внимание некоторым модифицированным 



сахарам. Так, на концах олигосахаридных цепей в гликопротеинах часто 



присутствует N-ацетилнейраминовая кислота (NeuAc), обычно связанная с 



предерминированными остатками галактозы (Gal) или N-



ацетилгалактозамина (GalNAc). Другие перечисленные в табл. 1 



моносахариды обычно занимают положения ближе к середине цепей. 
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Таблица 1  
 



 



Структура моносахарида 



 



 



Примечание 



Глюкоза (Glc) 



 



Присутствует на этапе биосинтеза N-



связанных гликопротеинов, но не всегда 



обнаруживается в зрелых гликопротеинах 



Галактоза (Gal) 



 



Часто занимает претерминальное положение 



перед NeuAc в N-связанных гликопротеинах. 



Обнаруживается также в трисахаридном ядре 



протеогликанов 



Манноза (Man) 



 



Обычный сахар в N-связанных 



гликопротеинах 



N-ацетилнейраминовая  



кислота (NeuAc) 



 



Часто служит терминальным сахаром в N- и O-



связанных гликопротеинах. Известны и другие 



сиаловые кислоты, но NeuAc – главный вид 



этих соединений, обнаруживаемый у человека 



Фукоза (Fuc) 



 



Может занимать наружную позицию в N- и O-



связанных гликопротеинах или быть 



связанной с остатком GlcNAc, который 



присоединен к Asn в N-связанных 



гликопротеинах 



N-ацетилгалактозамин (GalNAc) 



 



Присутствует и в N-, и в O-связанных 



гликопротеинах 



N-ацетилглюкозамин (GlcNAc) 



 



Этот сахар присоединяется к полипептидной 



цепи N-связанных гликопротеинов через 



остаток Asn; он присутствует и в других частях 



олигосахаридных компонентов этих белков 
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Нуклеотидсахара 
 



Первым описанным нуклеотидсахаром было глюкозильное 



производное уридиндифосфата – уридиндифосфатглюкоза (UDP–GIc). 



Позже были обнаружены и другие нуклеотидсахара, участвующие в 



биосинтезе гликопротеинов, однако причины, по которым одни из них 



содержат UDP, а другие – гуанозиндифосфат (GDP) или цитидинмонофосфат 



(CMP), неясны. Многие, но не все реакции гликозилирования при биосинтезе 



гликопротеинов протекают с использованием этих соединений. Связь между 



фосфатной группой и сахарами имеет ангидридную природу и принадлежит 



к разряду богатых энергией связей с высоким потенциалом переноса групп. 



Сахара в этих соединениях являются «активированными» и при наличии 



необходимых трансфераз могут переноситься на те или иные акцепторы. 



Нуклеотидсахара образуются в цитозоле клеток при действии специфических 



трансфераз. Например, образование уридиндифосфатгалактозы (UDP–Gal) 



требует протекания следующих двух реакций: 
 



UTP + Глюкозо-1-фосфат илаазапирофосфор
GlcUDP



 UDP–Glc + Пирофосфат 
 



UDP–Glc 
эпимеразаGlcUDP



 UDP–Gаl 
 



Поскольку многие реакции гликозилирования протекают в просвете 



мембран комплекса Гольджи, нуклеотидсахара должны транспортироваться 



через эти мембраны. Описаны транспортные системы, переносящие UDP–



Gal, GDP–Man и CMP–NeuAc в цистерны комплекса Гольджи. Они 



представляют собой примеры систем антипорта; это означает, что приток 



одной молекулы нуклеотидсахара уравновешивается оттоком одной 



молекулы соответствующего нуклеотида (например, UMP, GMP или СМР), 



образовавшегося при расщеплении нуклеотидсахара. Такой механизм 



обеспечивает адекватную концентрацию каждого нуклеотидсахара внутри 



комплекса Гольджи. Например, UMP образуется из UDP–Gal следующим 



образом: 
 



UDP–Gal + Белок 
атрансферазГалактозил



 Белок–Gal + UDP 



 



UDP 
фосфатааза



ифосфатНуклеозидд



 UMP + Pi 
 



Экзогликозидазы и эндогликозидазы 



 



Важную роль в созревании углеводного компонента гликопротеинов 



играют ферменты группы гликозидаз. Эти ферменты действуют либо на 



наружные (экзогликозидазы), либо на внутренние (эндогликозидазы) 
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положения в олигосахаридных цепях. Примерами экзогликозидаз являются 



нейраминидазы и галактозидазы; их последовательное действие приводит к 



удалению терминальных остатков NeuAc и претерминальных остатков Gal из 



состава олигосахаридных компонентов большинства гликопротеинов. 



Эндогликозидазы F и Н служат примерами второй группы гликозидаз; эти 



ферменты расщепляют олигосахаридные цепи в местах локализации 



специфических остатков GlcNAc, примыкающих к полипептидному скелету 



(т.е. во внутренних позициях). 
 



Классификация гликопротеинов 
 



Основываясь на природе связей между полипептидными цепями и 



олигосахаридными фрагментами в составе гликопротеинов, последние 



принято делить на 4 класса: 



 



1. Гликопротеины, в которых олигосахаридный фрагмент присоединяется 



через остаток N-ацетилгалактозамина (GalNAc) к остатку Ser (или Thr) в 



полипептидной цепи;  



2. Гликопротеины, в которых олигосахаридный фрагмент присоединяется 



через остаток ксилозы (Xyl) к остатку Ser в полипептидной цепи;  



3. Коллагены, в которых олигосахаридный фрагмент присоединяется через 



остаток галактозы (Gal) к остатку гидроксилизина (Нуl) в полипептидной 



цепи;  



4. И, наконец, гликопротеины, в которых олигосахаридный фрагмент 



присоединяется через остаток N-ацетилглюкозамина (GlcNAc) к остатку 



Asn в полипептидной цепи. 
 



 
 



Рисунок 8.1 – Связь N-ацетилгалактозамина с серином и N-ацетилглюкозамина с 



аспарагином 



 



Гликопротеины классов 1, 2 и 3 соединяются с соответствующими 



аминокислотами О-гликозидной связью (т.е. связью, образуемой НО-группой 



боковой цепи аминокислоты и остатком сахара). Класс 4 характеризуется N-



гликозидной связью (т.е. связью, образуемой N-амидной группой аспарагина 



и остатком сахара). Поскольку гликопротеины классов 2 и 3 встречаются 



относительно редко, термин О-связанные гликопротеины часто используют 
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только в отношении представителей класса 1. Гликопротеины класса 4 



получили название «N-связанных гликопротеинов».  



Число олигосахаридных цепей, присоединенных к одному белку, 



может колебаться от 1 до 30 и более, а длина сахарных цепей варьирует от 2 



или 3 остатков до значительно больших структур. Некоторые гликопротеины 



содержат как N-, так и О-гликозидные связи. 
 



О-связанные гликопротеины 



 



Большинство О-гликозидных связей образуется за счет свободных ОН-



групп остатков Ser или Thr входящих в состав трипептида с 



последовательностью –Asn–Y–Ser (Thr)–, где Y–любая аминокислота, кроме 



аспарагиновой кислоты. Данная специфическая трипептидная 



последовательность широко распространена в белках, но не каждая такая 



последовательность находится в гликозилированном состоянии. 



Гликозилирование остатков Ser или Thr зависит от общей конформации 



белка, окружающего указанный трипептид при его проникновении через 



мембраны эндоплазматического ретикулума. 



Распространение и структура О-связанных гликопротеинов. 



Большинство гликопротеинов этого класса присутствует в муцинах. Однако 



О-гликозидные связи обнаруживаются также в некоторых мембранных и 



циркулирующих в крови гликопротеинах. Как отмечалось выше, сахаром, 



прямо присоединяющимся к остатку Ser или Thr, является GalNАc. Остаток 



Gal или NeuAc обычно присоединяется к GalNAc. Структура двух типичных 



олигосахаридных цепей гликопротеинов этого класса представлена ниже. 



Тем не менее, встречаются также многие варианты подобных структур. 
 



 
 



Рисунок 8.2 – Структура двух типичных олигосахаридных цепей О-связанных 



гликопротеинов 



 



Биосинтез О-связанных гликопротеинов. Вполне понятно, что 



полипептидные цепи этих и других гликопротеинов кодируются 



соответствующими иРНК; поскольку большинство гликопротеинов либо 



связано с мембранами, либо секретируется соответствующими клетками, они 



обычно должны транслироваться на мембранносвязанных полирибосомах. 



После трансляции олигосахаридные цепи гликопротеинов О-гликозидного 
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типа должны конструируоваться путем ступенчатого добавления сахаров из 



нуклеотидсахаров, таких, как UDP–GalNAc, UDP–Gal и CMP–NeuAc. 



Ферменты, катализирующие эти реакции, представляют собой мембран-



носвязанные гликопротеин-гликозилтрансферазы.  



В целом образование одного типа связей требует реализации 



активности соответствующей трансферазы (гипотеза «одна связь – одна 



гликозилтрансфераза»). Ферменты, катализирующие присоединение 



«внутренних» сахарных остатков, локализованы в эндоплазматическом 



ретикулуме, и присоединение первых моносахаридных остатков происходит 



во время трансляции (т. е. имеет место котрансляционная модификация 



белка). С другой стороны, ферменты, осуществляющие присоединение 



терминальных остатков моносахаридов (таких, как NeuAc), должны быть 



локализованы в комплексе Гольджи. 
 



N-связанные гликопротеины 



 



Отличительной особенностью этих соединений, составляющих 



основной класс гликопротеинов, служит наличие связи Asn–GlcNAc. 



Представители этого класса в связи с легкостью их получения изучены 



довольно детально (например, белки крови). Данный класс включает как 



мембраносвязанные, так и циркулирующие в крови гликопротеины. 



Основное отличие между ними и ранее описанным классом помимо природы 



аминокислоты, к которой присоединена олигосахаридная цепь (в основном 



Asn вместо Ser), заключается в особенностях их биосинтеза. 
 



 
 



Рисунок 8.3 – Структура основных видов аспарагин-связанных олигосахаридов. Область, 



заключенная в рамку, включает олигосахаридное ядро, общее для всех N-связанных 



гликопротеинов 



 



Группы N-связанных гликопротеинов и их структура. Существуют три 



главные группы N-связанных гликопротеинов: сложные, гибридные и 
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богатые маннозой гликопротеины (см. рис. 8.3). Они содержат общий для 



всей группы N-связанных гликопротеинов пентасахарид ([Man]3 [GlcNAc]2), 



показанный внутри очерченной области на рис. 8.3, а также отдельно на рис. 



8.4, но отличаются структурой наружных углеводных цепей. Присутствие 



общего пентасахарида объясняется тем, что начальный биосинтез всех трех 



групп протекает одинаково.  



Гликопротеины сложного типа обычно содержат концевые остатки 



NeuAc и предшествующие им остатки Gal и GlcNAc; последние часто 



составляют дисахарид лактозамин. Большинство олигосахаридов сложного 



типа содержат 2, 3 или 4 внешние ветви, но описаны и структуры, 



содержащие 5 ветвей. Эти ветви часто называют антеннами, поэтому можно 



говорить о наличии ди-, три-, тетра- и пента-антенных структур. Количество 



цепей комплексного типа удивительно велико, и вариант, представленный на 



рисунке, только один из многих. Другие сложные цепи могут оканчиваться 



Gal или Fuc. Богатые маннозой олигосахариды обычно содержат 2-6 



дополнительных маннозных остатков, присоединенных к пентасахаридному 



ядру. 
 



 
 



Рисунок 8.4 – Схематическое изображение пентасахаридного ядра. Указаны также места 



действия эндогликозидаз F и H 



 



Биосинтез N-связанных гликопротеинов. Ключевую роль в биосинтезе 



N-связанных гликопротеинов играет соединение, представляющее собой 



олигосахарид-пирофосфорил-долихол, который обозначается (олигосахарид–



Р–P–Dol). 



Олигосахаридная цепь этого соединения имеет общую структуру 



[Glс]3[Man]9[GlcNAc]–Р–P–Dol. Указанные моносахариды сначала 



собираются на пирофосфорил-долихоловом остове, а затем олигосахаридная 



цепь переносится целиком на соответствующие Asn-остатки акцепторных 



апогликопротеинов в ходе их синтеза на мембраносвязанных полирибосомах. 



При образовании олигосахаридной цепи сложного типа удаляются остатки 



Glc и 6 остатков Man и возникает пентасахаридное ядро [Man]3 [GlcNAc]2. 



Далее под действием индивидуальных гликозилтрансфераз, локализованных 



главным образом в комплексе Гольджи, происходит присоединение сахаров, 



характерных для сложных цепей (GlcNAc, Gal, NeuAc). При образовании 



высокоманнозных цепей удаляются только остатки Glc с некоторыми 



периферическими остатками Man или без них. Феномен, при котором 
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гликановые цепи N-связанных гликопротеинов сначала подвергаются 



частичной деградации, а затем строятся заново, носит название «процессинга 



олигосахаридов». Таким образом, начальные этапы биосинтеза N-связанных 



и O-связанных гликопротеинов существенно различаются между собой. В 



первом случае в процессе участвует олигосахарид-пирофосфорил-долихол, а 



во втором случае специфический «затравочный» спирт долихол не участвует. 



Весь процесс синтеза N-связанных гликопротеинов может быть 



разделен на 2 этапа:  



1. сборка и перенос олигосахарид-пирофосфорил-долихола;  



2. процессинг олигосахаридной цепи. 



Сборка и перенос олигосахарид-пирофосфорил-долихола. Полиизопре-



ноловые соединения присутствуют как у бактерий, так и в тканях эукариот. 



Они участвуют в биосинтезе клеточных стенок бактерий и в биосинтезе N-



связанных гликопротеинов. Наиболее известным полиизопренолом в клетках 



эукариот является долихол, который, наподобие каучука, является самым 



длинным из природных углеводородов, построенных из одинаковых 



повторяющихся компонентов. Долихол состоит из 17–21 повторяющихся 



изопреноидных единиц. 
 



 
 



Рисунок 8.5 – Структура долихола. Фосфат в долихолфосфате присоединяется к 



первичной спиртовой группе в левом конце молекулы 



 



До включения в процесс биосинтеза олигосахарид-пирофосфорил-долихола 



долихол сначала подвергается фосфорилированию с образованием 



долихолфосфата (Dol–P) в реакции, катализируемой долихолкиназой при 



использовании АТР в качестве донора фосфата. 



Ключевым соединением, действующим в качестве акцептора других 



моносахаридов при сборке олигосахарид-пирофосфорил-долихола является 



GlcNAc-пирофосфорил-долихол (GlcNAc–P–Р–Dol). Он синтезируется в 



мембранах эндоплазматического ретикулума из Dol–P и UDP–GlcAc в 



следующей реакции: 
 



Dol–P + UDP–GlcNAc  GlcNAc–P–P–Dol + UMP 
 



Эта реакция, представляющая собой первый этап сборки олигосахарид-



пирофосфорил-долихола, а также другие реакции, протекающие позднее, 



суммированы на рис. 8.6. 
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Рисунок 8.6 – Путь биосинтеза олигосахарид-пирофосфорил-долихола 



 



В целом этапы сборки олигосахарид-пирофосфорил-долихола можно 



свести к следующей последовательности: 



1. второй остаток GlcNAc присоединяется к первому (в этом случае донором 



GlcNAc также служит UDP–GlcNAc); 



2. далее происходит присоединение пяти остатков Man с использованием в 



качестве донора этого моносахарида GDP-маннозы; 



3. затем присоединяются еще четыре дополнительных остатка Man, при этом 



ее донором служит Dol–P–Man, который образуется в ходе реакции: 
 



Dol–P + GDP–Man  Dol–P–Man + GDP 
 



4. наконец, присоединяются три периферических остатка глюкозы, их 



донором является Dol–P–GIc, образующийся в реакции, аналогичной 



представленной выше, за тем исключением, что в качестве субстратов 



здесь выступают Dol–P и UDP–Glc. 
 



 
 



Рисунок 8.7 – Структура олигосахарид-пирофосфорил-долихола 



 



Следует отметить, что роль доноров первых 7 сахаров (2 остатков 



GlcNAc и 5 остатков Man) выполняют нуклеотидсахара, а последних 7 
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сахаров (4 остатков Man и 3 остатков Glc) – долихолсахара. Итогом всех 



описанных реакций является сборка соединения, представленного на рис. 8.7 



и кратко обозначенного как [G1с]3 [Man]9 [GlcNAc]2–P–P–Dol. 



Олигосахарид, связанный с долихолом–Р–Р, переносится целиком с 



образованием N-гликозидной связи с одним или несколькими 



специфическими остатками Asn акцепторного белка.  



Реакция катализируется мембраносвязанным ферментом олигосахарид-



трансферазой. Трансфераза узнает и переносит любой гликолипид с общей 



структурой R–[GlcNAc]2–P–P–Dol. Гликозилирование происходит по остатку 



Asn трипептидной последовательности Asn-X-Ser/Thr, где Х – любая 



аминокислота, за исключением, вероятно, пролина или аспартата. При этом 



предпочтительно используется трипептид, входящий в состав -структуры. 



Лишь треть остатков Asn, являющихся потенциальными акцепторными 



центрами, реально подвергаются гликозилированию. Акцепторные белки 



могут принадлежать как к секреторным, так и к общему классу мембранных 



белков. Цитозольные белки гликозилируются редко.  



Другим продуктом олигосахарид-трансферазной реакции является 



долихол–Р–Р, который затем превращается в долихол–Р под действием 



фосфатазы. Долихол-Р может вновь служить акцептором для синтеза 



следующей молекулы олигосахарид-пирофосфорил-долихола. 
 



Процессинг олигосахаридной цепи 



 



При перемещении образовавшегося на 1-ом этапе первичного 



гликопротеина по каналам эндоплазматического ретикулума и цистернам 



комплекса Гольджи происходит «созревание» олигосахаридного фрагмента. 



Этот процесс включает чередование реакций (с участием различных 



ферментов) удаления и присоединения определенных участков 



олигосахарида с формированием в конечном итоге той структуры, которая 



свойственна данному белку. 



Присоединение олигосахарида протекает в шероховатом 



эндоплазматическом ретикулуме во время или после трансляции. Удаление 



Glc и некоторых периферических остатков Man также происходит в 



эндоплазматическом ретикулуме. Комплекс Гольджи состоит из цис-, 



медиальной и транс-цистерн. Везикулы, содержащие гликопротеины 



формируются в эндоплазматическом ретикулуме и переносятся в цис-



цистерну Гольджи. Далее при продвижении белков от цис-цистерн к транс-



цистернам происходит окончательное построение необходимого 



олигосахаридного фрагмента. Отметим также, что ферменты, участвующие в 



биосинтезе гликопротеинов, обладают различной локализацией в цистернах 



Гольджи.  
 



Регуляция гликозилирования гликопротеинов 
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Гликозилирование гликопротеинов – это сложный процесс, в котором 



принимает участие большое количество ферментов.  



В настоящее время уже описано 7 отдельных GlcNAc-трансфераз, а 



теоретически их может быть еще больше. К регуляторным факторам первой 



стадии (сборки и переноса олигосахаридов) биосинтеза N-связанных 



гликопротеинов относят: наличие соответствующих акцепторных центров в 



белках; уровень Dol–P в ткани; активность олигосахаридтрансферазы. 



В регуляции процессинга принимает участие множество ферментов с 



разнообразными активностями и функциями: 



1. различные гидролазы и трансферазы играют важную роль в определении 



типа образующихся олигосахаридных цепей (например, сложных или 



высокоманнозных). Вполне очевидно, что в отсутствие какой-либо 



трансферазы, в ткани не может синтезироваться соответствующая сахарная 



связь; 



2. некоторые ферменты могут проявлять свою активность только после 



предварительного действия другого фермента. Например, для 



функционирования -маннозидазы II комплекса Гольджи необходимо 



предварительное действие GlcNAc-трансферазы I; 



3. активность разных трансфераз может периодически увеличиваться и 



уменьшаться в ходе онтогенеза, что отчасти объясняет, каким образом, на 



определенных стадиях жизненного цикла организма образуются различные 



олигосахариды; 



4. определенную регуляторную роль играют различия во внутриклеточной 



локализации отдельных гликозилтрасфераз. Например, если белок 



предназначен для включения в мембраны эндоплазматического 



ретикулума (например, гидроксиметилглутарил-(ГМГ)-СоА-редуктаза) он 



не поступает в цистерны комплекса Гольджи и не взаимодействует с 



локализованными там ферментами процессинга. В связи с этим не 



удивительно, что ГМГ-СоА-редуктаза принадлежит к высокоманнозным 



гликопротеинам (отщепление большинства остатков манноз происходит в 



комплексе Гольджи); 



5. еще один важный фактор – это конформация белка. Близкородственные 



гликопротеины вирусов, инфицирующих одни и те же клетки, обладают 



различными типами олигосахаридных цепей. Наилучшее объяснение этого 



факта состоит, по-видимому, в том, что такие белки должны иметь 



различную конформацию, определяющую степень процессинга;  



6. существуют значительные различия в наборе ферментов процессинга в 



клетках разных видов. Олигосахариды вируса Sindbis варьируют (от 



богатых маннозой до сложных) в зависимости от типа клетки хозяина, в 



которой размножается этот вирус; 



7. в настоящее время большое внимание уделяется исследованиям 



активности ферментов процессинга гликопротеинов в различных типах 



раковых клеток. Показано, например, что данные клетки синтезируют 
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олигосахаридные цепи, отличающиеся от таковых в здоровых клетках 



(обладающие высокой разветвленностью).  



Особый интерес представляет корреляция активности отдельных 



ферментов процессинга с метастатическими свойствами некоторых типов 



опухолевых клеток. 
 



Протеогликаны и гликозаминогликаны 
 



Протеогликаны и гликопротеины – это сложные молекулы, состоящие 



из белков с ковалентно связанными с ними олигосахаридными или 



полисахаридными цепями. Различие между гликопротеинами и 



протеогликанами состоит в химической природе углеводов связанных с 



белком. Важнейшую группу структурных полисахаридов составляют 



гликозаминогликаны, или кислые мукополисахариды. Чаще всего они 



присоединяются к белкам, образуя протеогликаны – соединения, в которых 



на долю полисахарида приходится основная часть молекулы – обычно более 



95%. В противоположность в гликопротеинах большую часть молекулы 



составляет белковая часть.  В протеогликанах каждый полисахарид состоит 



из повторяющихся дисахаридных единиц, в которых всегда присутствуют 



глюкозамин или галактозамин. Каждый дисахаридный компонент 



протеогликановых полисахаридов (за исключением кератансульфата) 



содержит также уроновые кислоты – L-глюкуроновую кислоту (GlcUA) или 



L-идуроновую кислоту (IdUA). За исключением полисахарида гиалуроновой 



кислоты, все полисахариды протеогликанов содержат сульфатные группы в 



виде или О-эфиров, или N-сульфатов (в гепарине или гепаринсульфате). 



В протеогликанах обнаружено три типа связей между 



протеогликановыми полисахаридами и их полипептидной цепью: 



1. O-гликозидная связь между Хуl и Ser, характерная только для 



протеогликанов;  



2. O-гликозидная связь между GalNAc и Ser (Thr), присутствующая в 



кератансульфате II;  



3. N-гликозидная связь между GlcNAc и амидным азотом Asn. 



 



Биосинтез полисахаридов протеогликанов. Пути образования 



полисахаридных цепей полностью идентичны путям, по которым происходит 



рост олигосахаридных цепей гликопротеинов. UDP–Xyl-трансфераза 



присоединяет остатки Хуl нуклеотидного сахара к Ser с образованием Хуl–



Ser-О-гликозидной связи. Образование О-гликозидной связи между GalNAc 



и Ser (или Thr) осуществляется аналогичной UDP–GalNAc-трансферазой. N-



гликозидная связь между GlcNAc и амидным азотом Asn образуется при 



участии липид-связанного полисахарида, долихол-Р–Р-полисахарида, 



который, как отмечалось выше, ответственен за транспорт 



предобразованного олиго- или полисахарида в процессе образования 
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гликопротеинов. Однако детали этой реакции в ходе синтеза протеогликанов 



пока не установлены. 



Процесс элонгации цепи протекает при участии нуклеотидсахаров, 



действующих в качестве доноров моносахаридных звеньев. Реакции 



регулируются в первую очередь субстратной специфичностью отдельных 



гликозилтрансфераз. Ферментативные системы, участвующие в элонгации 



цепи, обладают способностью очень точно воспроизводить сложные 



полисахариды. 



Завершение роста полисахаридной цепи является результатом 



проявления активности следующих феноменов:  



1. кэпирующего эффекта сиалилирования специфическими 



сиалилтрансферазами;  



2. сульфирования, в особенности по 4-м положениям сахаров;  



3. удаления данного полисахарида из того места в мембране, где протекает 



катализ. 



После образования полисахаридной цепи происходят многочисленные 



химические модификации, такие, как включение сульфатных групп в 



GalNAc-компоненты хондроитинсульфата и дерматансульфата и 



эпимеризация остатка GlcUA в остаток IdUA в гепарине и гепарансульфате. 



В настоящее время известно 7 основных типов гликозаминогликанов, 



соединяющихся с белками в составе протеогликанов. Шесть из них обладают 



родственной структурой и содержат остатки уроновых кислот и 



гексозаминов, которые перемежаются в повторяющихся дисахаридных 



звеньях; исключение составляет кератансульфат, лишенный уроновой 



кислоты. Все гликозаминогликаны, кроме гиалуроновой кислоты, содержат 



сульфированные сахара и ковалентно присоединены к белкам. Указанные 7 



типов полисахаридов могут различаться по составу входящих в них моно-



меров, типу гликозидных связей, а также по количеству и локализации 



сульфатных заместителей. 



Все гликозаминогликаны являются полианионами благодаря 



присутствию в их структурах кислых сульфатных групп или карбоксильных 



групп уроновых кислот. С этой особенностью гликозаминогликанов связаны 



многие их функциональные свойства. 
 



Гиалуроновая кислота 



 



Гиалуроновая кислота представляет собой неразветвленную цепь из 



повторяющихся дисахаридных компонентов, содержащих GlcUA и GlcNAc. 
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Убедительные доказательства связи гиалуроновой кислоты с 



молекулой белка (которые имеются для других полисахаридов 



соединительной ткани) отсутствуют, но, вероятно, эта кислота подобно 



другим гликозаминогликанам, синтезируется в составе протеогликанов. 



Гиалуроновая кислота присутствует у бактерий и широко распространена в 



различных тканях животных, включая синовиальную жидкость, 



стекловидное тело глаза и рыхлую соединительную ткань. 
 



Хондроитинсульфаты 



 



Хондроитинсульфаты – это протеогликаны, являющиеся важнейшим 



компонентом хрящей. Полисахарид связывается с белком О-гликозидной 



связью Xyl–Ser.  
 



 
 



 
 



Повторяющийся дисахаридный компонент очень сходен с таковым в 



гиалуроновой кислоте, за тем исключением, что гексозамин представлен 



GalNAc, а не GlcNAc. Однако и в хондроитинсульфатах, и в гиалуроновой 



кислоте уроновая кислота представлена GlcUA, а положения связей и 



аномерные конфигурации у них одни и те же. GalNAc хондроитинсульфатов 
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содержит сульфатный заместитель в положении 4 или 6. Как правило, оба 



заместителя присутствуют в одной и той же молекуле, но у разных 



моносахаридных остатков. На дисахаридную единицу приходится в среднем 



примерно один сульфатный заместитель. Каждая полисахаридная цепь 



содержит около 40 повторяющихся дисахаридных компонентов и имеет 



молекулярную массу, близкую к 20.000.  



В результате связывания множества таких цепей с одной белковой 



молекулой образуются высокомолекулярные протеогликаны. Молекулярная 



масса хондроитинсульфата носового хряща составляет около 2,5×10
6
. 



Хондроитинсульфаты прочно связываются с гиалуроновой кислотой 



при помощи двух связывающих белков, образуя в соединительной ткани 



крупные агрегаты. Эти агрегаты можно наблюдать в электронном 



микроскопе, ниже на рис. 8.8 приведена электронная микрофотография 



протеогликанового агрегата и ее ее схематическое изображение. 



Связывающие белки обладают сильной гидрофобностью и 



взаимодействуют и с гиалуроновой кислотой, и с протеогликаном. 



Хондроитинсульфаты содержат 6 типов межсахаридных связей, и их 



синтез, поэтому протекает с участием 6 различных гликозилтрансфераз – по 



одному ферменту для каждого типа связей. Кроме того, имеются 2 вида 



сульфатных эфиров с сульфатными группами в 4- или 6-ом положениях. 



Процессы этерификации осуществляются двумя сульфотрансферазами, 



сульфат-содержащим субстратом которых служит 3 -фосфоаденозин-5 -



фосфосульфат (ФАФС). 
 



  
 



Рисунок 8.8 – Протеогликановый агрегат. а – электронная микрофотография 



протеогликанового агрегата, б – структура протеогликанового агрегата 
 



Кератансульфат I и кератансульфат II 



 



Кератансульфаты состоят из повторяющихся дисахаридных 



компонентов Gal–GlcNAc и содержат сульфаты в 6-м положении остатков 



GlcNAc и иногда – Gal. 











53 



 



 



 
 



Полисахарид в кератансульфате I присоединен к полипептидной цепи 



связью GlcNAc–Asn. Большие количества кератансульфата I присутствуют в 



роговице глаза. 



Кератансульфат II – протеогликан скелета связан с гиалуроновой 



кислотой рыхлой соединительной ткани. Его полисахаридные цепи 



присоединяются к полипептидной цепи с помощью связи GalNAc–Thr(Ser). 
 



Гепарин 



 



Гепарин представляет собой классический протеогликан, в котором 



несколько полисахаридных цепей связаны с общим белковым ядром. Он 



обнаруживается в гранулах тучных клеток и, следовательно, локализован 



внутриклеточно. Гепарин обладает и другими структурными и 



функциональными особенностями, и некоторые из них имеют значение для 



медицины. Характерные особенности структуры гепарина (и 



гепарансульфата) представлены на рисунке ниже. 
 



 
 



 
 



В составе гепарина повторяющийся дисахаридный компонент состоит 



из глюкозамина (GlcN) и уроновой кислоты. Большинство аминогрупп 



остатков GlcN присутствует в N-сульфированной форме, но имеется и 
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небольшое количество ацетилированных аминогрупп. GlcN содержит также 



С6-сульфатный эфир. 



Из общего количества остатков уроновой кислоты около 90% 



приходится на долю IdUA и лишь 10% составляет GlcUA. Характерно, что 



первоначально в гепарин включается GlcUA, а после завершения 



образования полисахарида, почти 90% остатков GlcUA превращается под 



действием 5-эпимеразы в остатки IdUA, последние часто подвергаются 



сульфированию во 2-м положении. 



Белковая молекула протеогликана гепарина уникальна в том 



отношении, что она состоит только из сериновых и глициновых остатков. 



Приблизительно две трети сериновых остатков соединены с 



полисахаридными цепями; их молекулярная масса составляет обычно от 



5.000 до 15.000, но иногда достигает 100.000. 



Полисахаридные цепи гепариновых протеогликанов после полимеризации 



претерпевают ряд модификаций: 



1. первичный продукт не сульфируется, но полностью N-ацетилируется с 



образованием полимера (GlcUA-GlcNAc)n;  



2. около 50% остатков GlcNAc подвергаются N-дезацетилированию;  



3. свободные аминогруппы GlcN сульфируются, затем происходит 



дальнейшее дезацетилирование примерно половины остальных групп 



GlcNAc;  



4. N-сульфированный полимер становится субстратом для 5-эпимеразы, 



которая обеспечивает превращение около 90% остатков GlcUA в IdUA;  



5. вновь образованные остатки IdUA далее подвергаются О-сульфированию 



по положениям С2;  



6. модификация завершается О-сульфированием компонентов GlcN в С6-



положениях. 
 



Гепарансульфат 



 



Гепарансульфат является компонентом поверхностей клеточных 



мембран, тем самым, представляя собой внеклеточный протеогликан. 



Полипептидный остов гепарансульфатного протеогликана содержит 



дополнительный аминокислотный компонент, отличный от такового в 



гепарине. В процессе модификации его полисахаридных цепей 



дезацетилирование остатков GlcNAc происходит слабее, и поэтому он 



содержит меньше N-сульфатов. Поскольку 5-эпимераза (как отмечалось 



выше при описании модификаций гепарина) использует в качестве субстрата 



N-сульфатные заместители, гепарансульфат отличается от гепарина меньшим 



количеством остатков IdUA и большим содержанием GlcUA. В соответствии 



с этим преобладающей уроновой кислотой в гепарансульфате является 



GlcUA, в то время как в гепарине – IdUA. 
 



Дерматансульфат 
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Дерматансульфат представляет собой протеогликан, широко 



распространенный в тканях животных. По структуре он сходен и с 



хондроитинсульфатом, и с гепарансульфатом. 
 



 
 



Его отличие от хондроитинсульфата состоит в том, что вместо GlcUA, 



соединенной с GalNAc 1,3-связью, он содержит IdUA, соединенную с 



GalNAc 1,3-связью. Образование IdUA, как и в случае гепарина и 



гепарансульфата, происходит путем 5-эпимеризации GlcUA. Как и при 



образовании гепарина, реакция эпимеризации тесно сопряжена с 



сульфированием гексозамина. Таким образом, дерматансульфат содержит 2 



вида повторяющихся дисахаридных единиц: IdUA–GalNAc и GlcUA–



GalNAc. 
 



Функции гликозамингликанов и протеогликанов 



 



Связывание гликозоаминогликанов с другими внеклеточными 



макромолекулами вносит значительный вклад в структурную организацию 



соединительнотканного матрикса. Гликозоаминогликаны могут 



взаимодействовать с внеклеточными макромолекулами, белками плазмы, 



компонентами клеточной поверхности и внутриклеточными 



макромолекулами. 



Связывание гликозаминогликанов носит обычно электростатический 



характер, обусловленный их выраженной полианионной природой, однако 



некоторые реакции связывания являются более специфичными. В целом 



гликозаминогликаны, содержащие IdUA, такие, как дерматансульфат и 



гепарансульфат, связывают белки с большим сродством, чем 



гликозаминогликаны, содержащие в качестве единственной уроновой 



кислоты GlcUA. 



Взаимодействие с внеклеточными макромолекулами. Все гликозамино-



гликаны, за исключением тех, в которых отсутствуют сульфатные 



(гиалуронат) или карбоксильные группы (кератансульфаты), при 



нейтральных значениях рН электростатически связываются с коллагеном. 



Присутствие IdUA способствует более прочному связыванию, и 



протеогликаны взаимодействуют с коллагеном сильнее, чем 



соответствующие гликозаминогликаны. С каждым коллагеновым мономером 



связывается от 2 до 5 полисахаридных цепей. Все растворимые коллагены (I, 



II и III типов) связывают хондроитинсульфатные протеогликаны. 



Хондроитинсульфат и гепарансульфат специфически связываются с 



эластином. 
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Как отмечалось выше хондроитинсульфатные и кератансульфатные 



цепи в составе соответствующих протеогликанов при посредстве 



связывающих белков образуют агрегаты с гиалуроновой кислотой. С одной 



молекулой гиалуроната может связываться до 100 протеогликановых 



молекул. 



Взаимодействие с белками плазмы крови. В состав поверхности стенки 



артериальных сосудов входят протеогликаны, содержащие гиалуронат, 



хондроитинсульфат, дерматансульфат и гепарансульфат.  



Из них с липопротеинами плазмы крови взаимодействует 



дерматансульфат. Кроме того, дерматансульфат, по-видимому, является 



главным гликозаминоглика-ном, синтезируемым гладкомышечными 



клетками артерий. Поскольку именно эти клетки пролиферируют при 



атеросклеротических поражениях артерий, дерматансульфат может играть 



значительную роль в образовании атеросклеротических бляшек. 



Хотя гепарин синтезируется и запасается в тучных клетках, он всегда 



тесно связан с кровеносными сосудами. В силу своего высокого 



отрицательного заряда (обусловленного остатками IdUA и сульфата) гепарин 



интенсивно взаимодействует с некоторыми компонентами плазмы. Он 



специфически связывает факторы свертывания крови IX и XI. Более важной 



для антикоагулянтной активности гепарина является его способность 



взаимодействовать с 2-гликопротеином плазмы, называемым 



антитромбином III. Стехиометрическое связывание с гепарином (1:1) 



значительно усиливает инактивирующее действие антитромбина III на 



сериновые протеазы, в частности на тромбин.  



Гепарансульфат, сходный с гепарином по структуре, также обладает 



способностью ускорять действие антитромбина III, но по эффекту 



значительно уступает гепарину. 



Гепарин может специфически связываться с липопротеинлипазой, 



присутствующей в стенках капилляров, и вызывать высвобождение этого 



фермента в кровоток (антилипидемическое действие гепарина). Сходным 



образом связывается с гепарином и поступает в кровоток печеночная липаза, 



но это связывание происходит с меньшим сродством, чем в случае 



липопротеинлипазы.  



Гликозаминогликаны и молекулы клеточной поверхности. Гепарин 



обладает способностью связываться с многими типами клеток, включая 



тромбоциты, клетки эндотелия артерий и гепатоциты. Хондроитинсульфат, 



дерматансульфат и гепарансульфат связываются с разными участками 



клеточной поверхности, например фибробластов. Именно в этих участках 



гликозаминогликаны и протеогликаны подвергаются деградации. 



Гиалуронат, по-видимому, участвует в процессах слипания клеток друг 



с другом, что играет столь важную роль в росте и развитии многоклеточных 



организмов. 
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Некоторые протеогликаны, вероятно, служат рецепторами и 



переносчиками макромолекул, в том числе липопротеинов, липаз и 



антитромбина. Протеогликаны могут принимать участие в регуляции роста 



клеток, в межклеточных взаимодействиях и защите рецепторов клеточной 



поверхности. 



Гликозаминогликаны и внутриклеточные макромолекулы. 



Протеогликаны и их гликозаминогликановые компоненты кроме 



взаимодействия с ферментами, участвующими в их биосинтезе и деградации, 



оказывают влияние на синтез белка и внутриядерные функции.  



В частности, гепарин может действовать на структуру хроматина и 



активировать ДНК-полимеразу in vitro. В какой степени эти эффекты 



являются физиологическими, неясно. Гликозаминогликаны присутствуют в 



значительных количествах в ядрах различных типов клеток. 



Хондроитинсульфаты, дерматансульфаты и гепарин могут 



активировать или ингибировать кислые гидролазы лизосом. Эти ферменты 



способны формировать природные комплексы с гликозаминогликанами с 



образованием защищенных или неактивных форм. 



Многочисленные гранулы, служащие для запасания или секреции 



продуктов, такие, как базофильные гранулы тучных клеток, содержат 



сульфированные гликозаминогликаны. Гликозаминогликан-пептидные 



комплексы, присутствующие в этих гранулах, могут играть роль в 



высвобождении биогенных аминов. 



 



Установление гликопротеиновой природы овальбумина и 



методы количественного определения углеводов 
 



Установление гликопротеиновой природы овальбумина 
 



Для установления гликопротеиновой природы яичного альбумина 



(овальбумина) требуется его выделение и некоторая очистка из яичного 



белка. Одна из стадий выделения предусматривают применение методики 



фракционирования с использованием общепринятого реагента – сульфата 



аммония. При этом происходит удаление из препарата яичного альбумина 



фракции глобулина, который также присутствует в яичном белке. 



Обнаружение углеводного компонента в составе овальбумина 



осуществляют с помощью чувствительных тестов на сахара в присутствии -



нафтола и тимола в кислой среде как это было описано в лабораторной 



работе №7. 



 



Установление гликопротеиновой природы муцина 
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Для доказательства наличия углеводов в гликопротеинах берут слюну, 



в которой содержится гликопротеин муцин, и в кислой среде проводят 



реакцию с -нафтолом.  



 



Количественное определение углеводов 
 



Определение глюкозы в крови орто-толуидиновым методом 



При нагревании глюкозы с о-толуидиновым реактивом образуется 



окрашенный комплекс (зеленого цвета). Интенсивность окраски раствора 



пропорциональна концентрации глюкозы. 
 



 
 



Определение глюкозы в крови глюкозооксидазным  методом 



Глюкозооксидазный (ферментативный) метод основан на окислении 



глюкозы до глюконовой кислоты под действием глюкозооксидазы с 



образованием перекиси водорода: 
 



Глюкоза + 2Н2О + О2 
идазаГлюкозоокс  Глюконовая кислота + Н2О2 



 



Образующаяся в этой реакции перекись водорода при участии 



пероксидазы окисляет субстрат (либо о-толидин, либо о-дианизидин, в 



зависимости от комплектации тест-набора) с образованием окрашенного 



продукта, определяемого фотометрически. 
 



  



 



Контрольные вопросы 



1. Гликопротеины: основные принципы строения, функции в организме. 



2. О-связанные гликопротеины: строение и биосинтез. 



3. N-связанные гликопротеины: группы и их строение. 



4. Биосинтез N-связанных гликопротеинов: общая характеристика, роль и 



синтез олигосахарид-пирофосфорил-долихола, процессинг 



олигосахаридной цепи. 
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5. Регуляция гликозилирования гликопротеинов. 



6. Нуклеотидсахара: строение и роль. 



7. Гликозидазы: классификация и роль. 



8. Принципы строения, биосинтез и функции протеогликановэ 



9. Основные принципы строения и функции гликозаминогликанов. 



10. Гиалуроновая кислота: строение и роль. 



11. Хондроитинсульфаты: строение и роль. 



12. Кератансульфаты: строение и роль. 



13. Гепарин и гепарансульфат: строение и роль. 



14. Дерматансульфат: строение и роль. 



15. Определение глюкозы в крови орто-толуидиновым методом. 



16. Определение глюкозы в крови глюкозооксидазным методом. 



17. Опыт по доказательству наличия углеводного фрагмента в яичном 



альбумине. 
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ХОД РАБОТЫ 
 



ГЛИКОПРОТЕИНЫ И ПРОТЕОГЛИКАНЫ 
 



Установление гликопротеиновой природы яичного альбумина 
 



Получение препарата яичного альбумина 



1. Отделяют белок куриного яйца от желтка (считается, что масса белка в 



одном яйце в среднем равна 30 г, а общая концентрация белка состаляет 



10%). Отделенную белковую часть хорошо взбивают. 



2. Белок переносят в мерный цилиндр и добавляют к нему девятикратный 



объем дистиллированной воды.  



3. Полученный раствор тщательно перемешивают и фильтруют через 



двойной слой смоченной водой марли, помещенной в воронку. При этом 



в осадке остается часть не растворившегося яичного глобулина. 



4. Для полного удаления яичного глобулина из раствора овальбумина к 40 



мл фильтрата приливают такой же объем насыщенного раствора сульфата 



аммония. 



5. Выпавший осадок яичного глобулина отфильтровывают и получают 



~0.5% раствор яичного альбумина (средняя концентрация альбумина в 



белке куриного яйца составляет около 6%). 
 



Доказательство наличия углеводного фрагмента в яичном альбумине 



1. В две пробирки приливают по 4 мл полученного раствора яичного 



альбумина. 



2. В одну из них добавляют 0.5 мл 0.1% раствора -нафтола, а в другую – 



0.5 мл 1% раствора тимола, и содержимое каждой пробирки хорошо 



перемешивают. 



3. В обе пробирки осторожно по стенке наслаивают по 1 мл 



концентрированной серной кислоты. 



4. Через некоторое время наблюдают появление окрашенных колец на 



границе растворов и делают выводы. 



 



Установление гликопротеиновой природы муцина слюны 



 



1. В две пробирки собирают по 1-2 мл слюны. 



2. В обе пробирки по каплям приливают концентрированную уксусную 



кислоту до появления осадка муцина. 



3. Осадок муцина в пробирках осторожно промывают водой, придерживая 



сгусток стеклянной палочкой.   



4. В первую пробирку к сгустку муцина добавляют 1 мл 10 %-го раствора 



NaOH, размешивают и после растворения проводят биуретовую реакцию 



на обнаружение белка.  
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5. Для выявления углеводов во вторую пробирку прибавляют 5-6 капель 0,2 



%-го раствора -нафтола, перемешивают и осторожно по стенке 



наслаивают концентрированную серную кислоту. На границе двух слоев 



жидкости появляется розово-фиолетовое окрашивание. Реакция 



обусловлена наличием в муцине моносахаридов и их производных, 



которые под влиянием серной кислоты превращаются в 



оксиметилфурфурол, а последний с -нафтолом дает окрашенное 



соединение.  



 



МЕТОДЫ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ УГЛЕВОДОВ 
 



Определение концентрации глюкозы в крови орто-толуидиновым 



методом 
1. В пробирку вносят 0,9 мл 3% раствора ТХУ и затем добавляют 0,1 мл 



сыворотки крови.  



2. Смесь встряхивают и для удаления осадка белка центрифугируют при 



8000 g в течение 5мин.  



3. К 0,5 мл супернатанта добавляют 4,5 мл о-толуидинового реактива.  



4. Пробирку со смесью помещают в кипящую водяную баню на 8 мин., 



после чего содержимое пробирки охлаждают.  



5. Оптическую плотность раствора определяют при длине волны 590 нм 



против холостой пробы (дистиллированная вода). 



6. Концентрацию глюкозы (в ммоль/л) в сыворотке крови определяют по 



калибровочному графику. 



Для построения калибровочного графика в пробирки вместо 0,1 мл 



сыворотки крови вносят по 0,1 мл стандартных растворов глюкозы с 



концентрациями 5,55 ммоль/л и 16,67 ммоль/л.  
 



Определение глюкозы в крови глюкозооксидазным методом 
1. Для определения глюкозы в крови глюкозооксидазным методом готовят 



опытную и холостую пробы в соответствии с приведенной ниже таблицей: 
 



Отмерить  



(мл) 



Опытная 



проба, (мл) 



Холостая 



проба, (мл) 



Сыворотка крови 0,05 - 



Дистиллированная вода - 0,05 



ТХУ (3% раствор) 0,5 0,5 



 



2. Полученные смеси встряхивают и центрифугируют при 8000 g в течение 



5мин.  



3. Далее с пробами работают в соответствии со следующей таблицей: из 



холостой и опытной пробирки отбирают по 0,2 мл надосадочной жидкости 



и смешивают с 2,0 мл рабочего реагента, который содержит 



глюкозооксидазу. 
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Отмерить  



(мл) 



Опытная 



проба, (мл) 



Холостая 



проба, (мл) 



Надосадочная жидкость 0,2 0.2 



Рабочий реагент 2,0 2,0 



   



 



4. Затем опытную пробу инкубируют в течение 15 мин. при 37 С.  



5. Оптическую плотность в опытной пробе измеряют при 520 нм против 



холостой пробы.  



6. Концентрацию глюкозы (в ммоль/л) в сыворотке крови определяют с 



помощью калибровочного графика. 



Для построения калибровочного графика в две пробирки вместо 0,05 



мл сыворотки крови вносят по 0,05 мл стандартных растворов глюкозы с 



концентрациями 5,55 ммоль/л и 16,67 ммоль/л, соответственно.  
 



Количественное определение содержания фруктозы 



1. Готовят опытную и контрольную пробы в соответствии с таблицей: 



  



Отмерить 



(мл) 



Опытная 



проба, (мл) 



Контрольная 



проба, (мл) 



Исследуемый раствор 



фруктозы 



2 – 



Стандартный раствор 



фруктозы (25 мг/мл) 



– 2 



Резорцин 2 2 



30 % соляная кислота 6 6 



 



2. Содержание пробирок перемешивают и нагревают на водяной бане в 



течение 8 мин при 80 C.  



3. После нагревания растворы охлаждают. 



4.  Оптическую плотность в пробе измеряют при 490 нм против воды. 



5. Массовую концентрацию фруктозы в исследуемой пробе вычисляют по 



формуле: 



C(мкг/мл)  = QА1/А2, 



где А1 и А2 – оптическая плотность исследуемого и стандартного растворов 



соответственно;  Q – коэффициент, который представляет собой отношение 



массовой концентрации в стандартной пробе к объему пробы. 
 



Определение содержания углеводов методом тонкослойной 



хроматографии  
1. Ha пластинке на расстоянии 2 см от нижнего края (линия старта) 



аккуратно намечают карандашом три точки нанесения растворов 



углеводов.  
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2. C помощью микропипетки в отмеченные места наносят равные объемы 



исследуемого раствора углевода (5-20 мкг в пробе), разбавленного 



исследуемого раствора углевода и стандартного раствора углевода (10 мкг 



в пробе) таким образом, чтобы получить пятна одного диаметра.  



3. После высушивания пятен пластинку помещают в хроматографическую 



камеру, на дне которой находится растворитель – смесь бутанол-ацетон- 



вода (4 :5:1). Высота слоя растворителя –1 см.  



4. Хроматографическое разделение заканчивают, когда фронт растворителя 



переместится к противоположному концу полоски бумаги (2-3 см от края). 



5. После этого хроматограмму высушивают и проявляют.  



6. Хроматограмму опрыскивают из пульверизатора раствором 



нафторезорцина и сушат в сушильном шкафу 5 - 10 мин при температуре 



90 - 100 ºС для проявления пятен углевода. Пятна глюкозы и галактозы 



имеют сине-фиолетовый цвет, фруктозы – красно-черный, сахарозы и 



мальтозы – красный, лактозы – красно-фиолетовый, ксилозы – светло 



серый, маннозы – светло синий, арабинозы – сине-зеленый. 



7. Определяют площадь пятен.  



8. Массу углевода в пробе исследуемого раствора (мкг) рассчитывают по 



формуле: 



 



P
SS



SS
MM



p



st



st lglglg  



 



где Мst – масса углевода в пробе стандартного раствора; Sst, S, Sp – площади 



пятна стандарта; исследуемого раствора и разбавленного исследуемого 



раствора; P – фактор разведения. 



 



Оформление работы 



К занятию: 



1. Кратко законспектировать теоретические данные по лабораторной работе. 



Во время занятия: 



2. Описать этапы работы. 



3. Описать результаты.  



4. Сделать выводы. 
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ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА № 9 



 



Тема: Обмен углеводов 



 



Цель 



работы: 



Изучение регуляторного воздействия важнейших 



метаболитов клетки (АТР, АМР и цитрата) 



на интенсивность гликолиза в мышечной ткани 



 



Оборудование и материалы: 
 



 Спектрофотометр SOLAR; 



 Кюветы полистирольные; 



 Термостат; 



 Центрифуга UNIVERSAL 30RF; 



 Весы центрифужные; 



 Пробирки центрифужные; 



 Гомогенизатор; 



 Пипетки стеклянные на 1 мл и 5 мл; 



 Микропипетки автоматические; 



 Цилиндры мерные на 250 мл и 100 мл; 



 Пробирки стеклянные химические; 



 Штативы для пробирок; 



 Бумага фильтровальная; 



 Марля; 



 Ножницы; 



 Палочки стеклянные; 
 



Реактивы: 
 



 Мышечная ткань крысы; 



 NaCl, 0.9% раствор; 



 Никотинамид;  



 Фосфатно-солевая буферная смесь (ФСБС): 



1% раствор Na2HPO4, 0.44% раствор NaCl, 0.03% раствор KCl, 0.02% 



раствор MgSO4 7H2O; 



 Глюкоза, 0.02М раствор в ФСБС; 



 АТР, 0.06М, 0.6М растворы в ФСБС; 



 АМР, 0.6М раствор в ФСБС; 



 Цитрат Na, 0.3М раствор в ФСБС; 



 Цитрат Na /АМР, 0.6М/0.3М раствор в ФСБС; 



 Сульфат цинка 7-водный (ZnSO4 7H2O), 5% раствор; 



 Гидроксид натрия (NaOH), 0.3М раствор; 



 Серная кислота (H2SO4), конц.; 
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 Смесь*: 



сульфат меди (II) (CuSO4), ортофосфорная кислота (H3PO4); 



 п-оксидифенил, 1.5% раствор в диметилформамиде (HCON[CH3]2); 



 Молочная кислота, стандартный раствор, 2,5 ммоль/л; 



 Трихлоруксусная кислота (ТХУ), 5% раствор; 



 Рабочий реагент для глюкозооксидазного метода (смесь ферментов: 



глюкозооксидазы и пероксидазы); 



 Глюкоза, стандартные растворы 5,55 ммоль/л и 16,67 ммоль/л; 



 Вода дистиллированная. 
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ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 



 



УГЛЕВОДНЫЙ ОБМЕН 
 



В клетках высших растений и млекопитающих глюкоза превращается в 



пировиноградную кислоту (пируват) по метаболическому пути, который 



называется гликолизом. Гликолиз может протекать как в отсутствие 



кислорода (анаэробно), так и в его присутствии (аэробно). В анаэробных 



условиях конечным продуктом гликолиза является молочная кислота. В 



аэробных условиях (в присутствии кислорода) происходит превращение 



пировиноградной кислоты в ацетил-СоА, который, далее может вступать в 



цикл лимонной кислоты. В этом случае молекулы глюкозы полностью 



окисляются до CO2 и H2O. При этом большая часть потенциальной 



свободной энергии заключенной в молекулах глюкозы запасается в форме 



АТР в результате реакций окислительного фосфорилирования. Несмотря на 



то, что глюкоза служит главным видом метаболического топлива для многих 



тканей, этот моносахарид (а также его метаболиты) участвует и в других 



внутриклеточных процессах:  



1. В частности глюкоза способна резервироваться в виде полимера гликогена, 



который запасается в ряде тканей, в особенности в скелетных мышцах и в 



печени; 



2. Субстратом пентозофосфатного пути также является глюкоза, а точнее 



глюкозо-6-фосфат, который служит одним из промежуточных продуктов 



гликолиза. Пентозофосфатный путь является источником 



восстановительных эквивалентов (NADPH), используемых в процессах 



восстановительного биосинтеза, например, в биосинтезе жирных кислот; 



кроме того, он является источником рибозы, необходимой для синтеза 



нуклеотидов и нуклеиновых кислот; 



3. Дигидроксиацетонфосфат, образующийся в одной из реакций гликолиза, 



является источником глицерола, используемого в синтезе 



триацилглицеролов (жиров); 



4. Наконец, пируват и ряд промежуточных соединений цикла лимонной 



кислоты выступают в роли источников углеродных скелетов, 



используемых в синтезе аминокислот, а ацетил-СоА служит основным 



интермедиатом в синтезе длинноцепочечных жирных кислот и 



холестерола – предшественника всех синтезируемых в организме 



стероидов. 
 



Гликолиз 
 



Гликолиз является главным путем утилизации глюкозы и протекает во 



всех типах клеток прокариот и эукартот.  
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Уникальность данного метаболического пути состоит в том, что он 



может происходить независимо от присутствия или отсутствия кислорода.  



В основе данного основополагающего процесса утилизации глюкозы 



лежат 10 реакций, из которых пять первых объединяют под общим названием 



подготовительная стадия гликолиза (1-ая стадия), а пять 5 последующих 



реакций рассматривают как стадию запасания энергии (2-ая стадия). 



Первая стадия гликолиза. Результатом данного этапа гликолитического 



распада глюкозы является образование двух триоз (глицеральдегид-3-



фосфата) из одной гексозы – глюкозы. На протяжении этих первых реакций 



гликолиза запасания энергии в виде АТР не происходит, наоборот, на 



процессы фосфорилирования глюкозы затрачиваются 2 молекулы АТР. 
 



Подготовительная стадия гликолиза 
 



Фосфорилирование глюкозы 



Первая реакция гликолиза представляет собой необратимое 



фосфорилирование D-глюкозы до глюкозо-6-фосфата. Данная реакция 



является одной из ключевых в процессе утилизации глюкозы, так как 



фосфосахара не способны проходить через клеточную мембрану и глюкозо-



6-фосфат уже не может покинуть клетку (в отличие от свободной глюкозы). 



Таким образом, происходит удерживание глюкозы в клетке и направление 



максимального ее количества на путь гликолитического расщепления. 



Приведенная выше реакция катализируется двумя основными 



ферментами: гексокиназой, представленной в разных тканях и у разных 



организмов рядом изоформ, и глюкокиназой, присутствующей в печени и 



отличающейся по своей активности от истинных гексокиназ. В качестве 



донора фосфатной группы указанные ферменты используют молекулы АТР. 



Основные характеристики гексокиназы (подробнее всего изучена 



гексокиназа мышечной ткани) сводятся к следующему: 



1. гексокиназа способна фосфорилировать не только D-глюкозу, но и другие 



структурно родственные гексозы, например, D-галактозу и D-маннозу; 



2. связывание субстрата с гексокиназой происходит по принципу 



индуцированного соответствия; 



3. катализ зависит от присутствия ионов Mg
2+



, поскольку реакция протекает 



не со свободным АТР
4–



, а с MgATP
2–



; 



4. фермент ингибируется продуктом реакции – глюкозо-6-фосфатом, что 



говорит о регулируемости данной реакции по принципу обратной связи.  



Отличительными особенностями глюкокиназы являются: 



1. глюкокиназа специфична в отношении D-глюкозы; 



2. фермент имеет более высокое значение Km для субстрата (~10 мМ), чем 



гексокиназа (~0,1мМ). В связи с этим глюкокиназа фосфорилирует 



глюкозу только, когда концентрация этого сахара в крови резко возрастает 
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(например, в результате приема пищи). При этом фосфорилированная 



глюкоза, как правило, запасается в виде гликогена в печени. 
 



 
 



Рисунок 9.1 – Подготовительная стадия гликолиза 



 



Превращение глюкозо-6-фосфата во фруктозо-6-фосфат 



Данная реакция является обратимой и осуществляется ферментом 



фосфоглюкоизомеразой. Для проявления активности необходимо 



присутствие ионов Mg
2+



. Фермент специфичен в отношении как глюкозо-6-



фосфата, так и фруктозо-6-фосфата. 
 



Фосфорилирование фруктозо-6-фосфата 



Реакция превращения фруктозо-6-фосфата во фруктозо-1,6-дифосфат 



представляет собой абсолютно необратимую (в условиях клетки) реакцию 



фосфорилирования фруктозо-6-фосфата до фруктозо-1,6-дифосфата. Эта 



реакция является «ключевой» реакцией гликолиза и зависит от действия 



фермента – фосфофруктокиназы, который в качестве донора фосфатной 



группы использует АТР. Активность фермента зависит от присутствия ионов 



Mg
2+



. Фосфофруктокиназа является главным регуляторным ферментом 



гликолиза. Его активность повышается при увеличении в среде концентрации 



АМР, АDP, фруктозо-1,6-дифосфата или Pi и уменьшается при увеличении 



концентрации АТР, цитрата или концентрации жирных кислот и др. 
 



Расщепление фруктозо-1,6-дифосфата 
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Эта обратимая реакция расщепления фруктозо-1,6-дифосфата с 



образованием двух фосфотриоз: альдозы – глицеральдегид-3-фосфата и 



кетозы – дигидроксиацетонфосфата катализируется ферментом, 



называемым альдолазой. 
 



Взаимопревращение фосфотриоз 



Во вторую стадию гликолиза вступает только одна из образовавшихся 



фосфотриоз – глицеральдегид-3-фосфат. В свою очередь, вторая 



фосфотриоза – дигидроксиацетонфосфат способна обратимо 



изомеризоваться в глицеральдегид-3-фосфат под действием 



фосфотриозоизомеразы. Таким образом, можно считать, что при 



расщеплении фруктозо-1,6-дифосфата под действием альдолазы образуются 



две молекулы глицеральдегид-3-фосфата. 
 



Стадия запасания энергии в гликолизе 
 



В результате последующих пяти реакций данной стадии гликолиза две 



молекулы глицеральдегид-3-фосфата превращаются в две молекулы 



пировиноградной кислоты (пирувата). Высвобождающаяся при этом энергия 



запасается в виде 4 молекул АТР. 



Дополнительной реакцией данной стадии и всего гликолиза в целом 



является превращение в анаэробных условиях (в отсутствии кислорода) 



пирувата в молочную кислоту (L-лактат). 
 



Окисление глицеральдегид-3-фосфата 



Окисление глицеральдегид-3-фосфата в 1,3-дифосфоглицерат 



представляет собой обратимую реакцию окисления альдегидной группы 



фосфоальдозы с образованием смешанного ангидрида фосфорной и 3-



фосфоглицериновой кислот – сверхмакроэргического фосфорилированного 



соединения способного отдавать неорганический фосфат с образованием 



одной молекулы АТР. Данная реакция катализируется 



глицеральдегидфосфат-дегидрогеназой. 



Роль акцептора водорода в этой реакции (гидрид-иона – :Н
–
) играет 



кофермент NAD
+
, восстанавливающийся при этом до NADH. Пиридиновое 



кольцо NAD
+ 



способно принимать на себя гидрид-ион от окисляемого 



субстрата (одновременно второй водород уходит в среду в виде протона Н
+
), 



переходя при этом в восстановленную форму. При необходимости NADH 



отдает его либо для восстановления другого соединения, либо участвует в 



дыхательной цепи для поддержания процессов окислительного 



фосфорилирования (синтеза АТР в митохондриях).  



Глицеральдегидфосфат-дегидрогеназа состоит из 4 субъединиц, каждая 



из которых содержит по четыре SH-группы, принадлежащие остаткам 



цистеина. Ключевую роль в функционировании данного фермента играет SH-
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группа цистеина, находящегося в активном центре. Фермент необратимо 



ингибируется йодацетатом – JCH2COOH.  
 



 
 



Рисунок 9.2 – Вторая (основная) стадия гликолиза 



 



Основные этапы процесса окисления глицеральдегид-3-фосфата в 1,3-



дифосфоглицерат приведены на ниже следующей схеме (рис. 9.3): 
 



 
 



Рисунок 9.3 – Схема реакций субстратного фосфорилирования 
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Как следует из рис. 9.3, сначала происходит связывание SH-группы 



фермента с атомом углерода альдегидной группы субстрата. Процесс 



окисления, связанный с переносом гидрид-иона от субстрата на NAD
+
 и Н



+
 в 



среду, сопровождается образованием высокоэнергетического ковалентного 



ацилферментного комплекса. Процесс высвобождения энергии при 



окислении субстрата (эта энергия запасена в тиоэфирной связи) сопряжен с 



образованием высокоэнергетического ацилфосфата – 1,3-дифосфоглицерата, 



который впоследствие отдает фосфорильную группу на ADP с образованием 



АТР. 
 



Перенос фосфатной группы от 1,3-дифосфоглицерата на ADP 



В ходе данной реакции происходит перенос фосфатной группы от 1,3-



дифосфоглицерата на ADP с образованием АТР и 3-фосфоглицерата. В роли 



катализатора реакции выступает фосфоглицераткиназа.  



Последние две реакции носят название фосфорилирования на уровне 



субстрата. В результате суммирования этих реакций: 
 



глицеральдегид-3-фосфат + Рi + NAD
+
 ↔ 1,3-дифосфоглицерат + NADH +  



 + H
+
, 



1,3-дифосфоглицерат + ADP ↔ 3-фосфоглицерат + АТР, 



 



получим нетто выражение данного процесса: 



 



глицеральдегид-3-фосфат + ADP + Рi + NAD
+
 ↔ 3-фосфоглицерат + АТР +  



+ NADH + H
+
. 



 



Подводя итог следует отметить, что энергия, высвободившаяся при 



окислении альдегидной группы до карбоксильной, запасается благодаря 



сопряженному синтезу АТР из ADP и Рi, а 1,3-дифосфоглицерат играет роль 



промежуточного продукта процесса. 
 



Превращение 3-фосфоглицерата в 2-фосфоглицерат 



Эта обратимая реакция переноса фосфатной группы в пределах одной 



молекулы субстрата (из третьего положения во второе). Осуществляется 



ферментом фосфоглицератмутазой.  
 



Дегидратация 2-фосфоглицерата 



Обратимая реакция отщепления воды от 2-фосфоглицерата с 



образованием фосфоенолпирувата приводит к перераспределению энергии 



внутри данной молекулы, что обеспечивает формирование 



сверхмакроэргического соединения. Реакция катализируется енолазой. 



Проявление активности фермента зависит от присутствия ионов Mg
2+



 и 



фермент, что вполне логично, ингибируется фторид-ионами (F
–
) в 



присутствии фосфата (образующийся фторфосфат связывает Mg
2+



). 
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Перенос фосфатной группы от фосфоенолпирувата на ADP 



Данная реакция представляет собой второй пример фосфорилирования 



на уровне субстрата, что приводит к образованию еще одной молекулы 



АТР. Одновременно образуется конечный продукт аэробного гликолиза – 



пируват, который впоследствии полностью расщепляется в цикле лимонной 



кислоты.  



Реакция катализируется пируваткиназой – регуляторным ферментом, 



зависящим от присутствия ионов К
+
, Mg



2+
 (либо Mn



2+
). 



В условиях клетки данная реакция является необратимой. 



Необратимость реакции обусловлена образованием сначала енолпирувата, 



который затем переходит в кетопируват (равновесие в условиях клетки при 



pH 7.0 сильно смещено в сторону образования последнего).  
 



 
 



Поэтому и вся реакция смещается в сторону образования пирувата и АТР. 
 



Восстановление пирувата до лактата 



Продукт этой обратимой реакции (направление определяется 



соотношением в клетке концентраций NADН и NAD
+
) – лактат – сам по себе 



не несет какой-либо существенной физиологической роли и является 



«тупиковым продуктом». Данный процесс происходит в анаэробных 



условиях при интенсификации гликолиза и, соответственно, повышении 



уровня NADН (см. вставку на рис. 9.2), который в этом случае не 



утилизируется в окислительном фосфорилировании. Таким образом, эта 



реакция служит для реокисления NADН до NAD
+
 и, тем самым, обеспечивает 



дальнейшее протекание гликолиза. 



При возобновлении аэробных условий (дыхания) происходит обратный 



процесс перехода лактата в пируват, а окисление NADН до NAD
+
 



осуществляется за счет молекулярного кислорода. 



Реакция окисления NADН в NAD
+
 катализируется лактат-



дегидрогеназой (ЛДГ). Данный фермент существует в виде 5 изоформ (ЛДГ1 



– ЛДГ5), обнаруженных в различных тканях и отличающихся по Km и Vmax. 



Лактатдегидрогеназа является тетрамером, состоящим из двух типов 



субъединиц – Н и М. Изоферменты отличаются между собой различной 



комбинацией этих двух субъединиц. Например, изоформа Н4 (ЛДГ1 – 



фермент кардиомицитов) имеет низкую Km для пирувата и способна 



ингибироваться им в значительной степени, а М4 (ЛДГ5 –фермент мышечной 
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ткани) характеризуется более высокими Km, каталитической активностью и 



не ингибируется пируватом. 
 



Итог гликолиза 



В анаэробных условиях: 
 



Глюкоза + 2ADP + 2Pi  2Лактат + 2АТР + 2Н2О. 
 



В аэробных условиях: 
 



Глюкоза + 2ADP + 2Pi + 2NAD
+
  2Пируват + 2АТР + 2NADH + 2H



+
 + 2Н2О. 



 



Образующиеся в гликолизе 2 молекулы NADH отдают свои 4 



электрона (по 2е
–
 от каждой) в цепь транспорта электронов в митохондриях, 



при этом на каждые 2е
–
 в процессе окислительного фосфорилирования 



синтезируется 3АТР – итого 6АТР на 2 NADH: 
 



2NADH + 2H
+
 + O2 + 6ADP +6Pi  2NAD



+
 + 6АТР + 8Н2О. 



 



Таким образом, в аэробных условиях гликолиз дает 2АТР + 6АТР = 8 АТР. 
 



Брожение 
 



У микроорганизмов наряду с молочной кислотой (лактобактерии) 



конечным продуктом утилизации сахаров могут выступать и другие 



соединения: этанол, уксусная кислота, масляная кислота и др. Эти процессы 



получили названия соответственно молочнокислого, спиртового, 



уксуснокислого и маслянокислого брожений. 



Здесь мы рассмотрим только спиртовое брожение, осуществляемое 



дрожжами и рядом бактерий. У данных микроорганизмов путь 



ферментативного расщепления глюкозы совпадает с описанным выше 



процессом гликолиза, за исключением этапа превращения пирувата в лактат, 



в связи с отсутствием фермента лактатдегидрогеназы. Здесь данная реакция 



заменена двумя другими: реакцией декарбоксилирования пирувата до 



ацетальдегида (катализируется пируватдекарбоксилазой) и реакцией 



восстановления последнего до этилового спита за счет NADH 



(катализируется алкогольдегидрогеназой): 
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Таким образом, суммарное уравнение спиртового брожения 



приобретает следующий вид: 



 



Глюкоза + 2ADP + 2Pi  2Этанол + 2СО2 + 2АТР + 2Н2О. 



 



Метаболизм других важнейших сахаров 
 



Обмен моносахаридов  



На изображенной ниже схеме показаны превращения, которым 



подвергаются основные моносахариды (гексозы) и гликоген в процессе их 



утилизации.  



Здесь также указаны участки гликолиза, на которых моносахариды 



вовлекаются в данный метаболический путь. 
 



 
 



Рисунок 9.4 – Вовлечение гликогена и основных гексоз в реакции катаболизма. 



Примечание: участок гликоген  глюкозо-1-фосфат изображен схематически и сильно 



упрощен 



 



Обмен дисахаридов 



Дисахариды сначала подвергаются ферментативному гидролизу на 



поверхности клеток, выстилающих тонкий кишечник: 
 



Сахароза + Н2О Сахараза  Глюкоза + Фруктоза 



Мальтоза + Н2О Мальтаза  Глюкоза + Глюкоза 



Лактоза + Н2О Лактаза  Галактоза + Глюкоза 
 



Образовавшиеся простые сахара всасываются затем в кровь, поступают в 



органы и ткани (главным образом в печень) где включаются в 



метаболические пути. 
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Пентозофосфатный путь 
 



Пентозофосфатный путь, называемый также фосфоглюконатным, 



является альтернативным путем окисления глюкозы. Он не приводит к 



синтезу АТР, а выполняет две другие важные функции: 



1. образование NADPH для восстановительных синтезов, таких как синтез 



жирных кислот и стероидов. 



2. обеспечение рибозой синтетических процессов связанных с образованием 



нуклеотидов и нуклеиновых кислот. 



Кроме того, в реакциях пентозофосфатного пути в качестве промежуточных 



продуктов образуется большое разнообразие других важных для клетки 



моносахаридов. 



В данном метаболическом пути выделяют две фазы: окислительную и 



неокислительную. В окислительной фазе глюкозо-6-фосфат превращается в 



рибулозо-5-фосфат, который в ходе реакций эпимеризации и изомеризации 



может переходить в ксилулозо-5-фосфат и рибозо-5-фосфат, соответственно 



(рис. 9.5). 
 



 
 



Рисунок 9.5 – Окислительная фаза пентозофосфатного пути 



 



В неокислительной фазе (рис. 9.6) происходит ряд реакций переноса 



двух- и трехуглеродных фрагментов с кетоз на альдозы, при этом образуется 



широкий спектр моносахаридов с различным числом атомов углерода как 



альдо-, так и кето-ряда. Данные реакции осуществляются транскетолазой 



(переносит двухуглеродные фрагменты) и трансальдолазой (переносит 



трехуглеродные фрагменты). 
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Весь этот метаболический путь с учетом реакций глюконеогенеза 



(которые мы рассматривать не будем) изображен на рис. 9.7. 



В целом, пентозофосфатный путь включает несколько циклов, в 



результате функционирования которых из трех молекул глюкозо-6-фосфата 



образуются три молекулы СО2 и три молекулы фосфопентоз. Последние 



используются для регенерации двух молекул глюкозо-6-фосфата и одной 



молекулы глицеральдегид-3-фосфата.  
 



3Глюкозо-6-фосфат + 6NADP
+
  3CО2 + 2Глюкозо-6-фосфат +  



 + Глицеральдегид-3-фосфат + 6NADPH + 6Н
+ 



 



Поскольку из двух молекул глицеральдегид-3-фосфата можно 



регенерировать молекулу глюкозо-6-фосфата (в ходе глюконеогенеза), 



глюкоза может быть полностью окислена при превращении по данному пути 



за два его цикла. 
 



 
 



Рисунок 9.6 – Неокислительная фаза пентозофосфатного пути 
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Рисунок 9.7 – Общая схема пентозофосфатного пути (с учетом глюконеогенеза) 



 



Дыхание 
 



У большинства живых организмов пируват, образовавшийся в процессе 



гликолиза, подвергается дальнейшему расщеплению до СО2 и Н2О в 



аэробной стадии катаболизма, который протекает в митохондриях. Процесс 



связан с запасанием значительного количества энергии в виде молекул АТР. 



Эти реакции получили название клеточного дыханиия. 



В клеточном дыхании различают три основные стадии: 



1. подготовительную стадию – окисление пирувата до двухуглеродных 



фрагментов – ацильных групп, входящих в состав ацетил-СоА; 
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2. функционирование цикла Кребса (цикла лимонной кислоты, цикла 



трикарбоновых кислот), которое подразумевает ферментативное 



расщепление ацетильной группы, в составе ацетил-СоА с высвобождением 



СО2 и образование высокоэнергетических атомов водорода. 



3. окислительное фосфорилирование – стадия синтеза АТР за счет энергии, 



запасенной в высокоэнергетических атомах водорода. 
 



Подготовительная стадия 



 



На этой стадии происходит окислительное декарбоксилирование пирувата с 



включением его ацетильной группы в состав ацетил-СоА: 
 



 
 



Реакцию осуществляет сложный пируватдегидрогеназный комплекс, в состав 



которого входят три фермента – пируватдегидрогеназа, дигидролипоил-



ацетилтрансфераза и дигидролипоил-дегидрогеназа. В работе комплекса 



также участвуют 5 коферментов – тиаминпирофосфат (ТРР – кофермент 



пируватдегидрогеназы), флавинадениндинуклеотид (FAD – кофермент 



дигидролипоил-дегидрогеназы), коэнзимА (СоА), NAD
+
 и липоевая кислота 



– кофермент дигидролипоил-ацетилтрансферазы. 



Механизм работы данного ферментативного комплекса иллюстрирует 



общая схема, представленная на рис. 9.10. 



Вначале под действием тиаминпирофосфата (кофермента 



пируватдегидрогеназы) происходит декарбоксилирование пирувата с 



одновременным присоединением оставшегося двухуглеродного фрагмента к 



ТРР. 



 
 



Рисунок 9.8 – Тиаминпирофосфат – производное тиамина (витамина В1). 



Присоединение двухуглеродного фрагмента к ТРР происходит путем замещения водорода 



в функционально активной группировке (выделена) 



 



Далее пируватдегидрогеназа переносит данный фрагмент на дигидролипоил-



ацетилтрансферазу, а именно, на связанную с этим ферментом липоевую 



кислоту (в окисленном состоянии), которая при этом переходит в 



восстановленную форму. Одновременно происходит окисление 



двухуглеродного фрагмента с образованием ацетильной группы. 
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Рисунок 9.9 – Структура липоевой кислоты (сульфгидрильная и дисульфидная формы) 



 



 
 



Рисунок 9.10 – Общая схема функционирования пируват-дегидрогеназного комплекса 



 



Дигидролипоил-ацетилтрансфераза, в свою очередь, передает данную группу 



на коэнзимА с образованием ацетил-коэнзимаА. После этого третий фермент 



данного комплекса – дигидролипоил-дегидрогеназа – вновь переводит 



липоевую кислоту в окисленную форму. В этом процессе участвует 



кофермент FAD в окисленном состоянии, который переходит в ходе реакции 



в свою восстановленную форму FADH2. Регенерация исходной формы FAD 



происходит за счет его окисления в присутствии свободного NAD
+
, 



последний при этом восстанавливается до NADH. 
 



Цикл Кребса 
 



В отличие от описанных ранее метаболических путей, обеспечивающих 



катаболизм и взаимопревращения моносахаридов, данная ферментная 



система работает в циклическом режиме, другими словами превращения 



соединений в этой метаболической цепи являются замкнутым.  
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Цикл начинается с того, что ацетил-СоА отдает свою ацетильную 



группу четырехуглеродному соединению щавелевоуксусной кислоте 



(оксалоацетату) с образованием шестиуглеродной лимонной кислоты 



(цитрата). Цитрат через ряд промежуточных продуктов превращается снова 



в оксалоацетат – цикл замыкается. 



Последовательность превращений веществ в цикле Кребса показана на 



рис. 9.11. 
 



 
 



Рисунок 9.11 – Схема цикла Кребса 



 



Стадии цикла Кребса 



 



1. Образование СО2: 



за один оборот цикла Кребса дважды происходят процессы 



декарбоксилирования: в реакции изоцитрат -кетоглутарат (6-ти 



углеродное соединение утрачивает один атом углерода в виде двуокиси 



углерода и становится 5-ти углеродным) и в реакции -кетоглутарат  



сукцинил-СоА (5-ти углеродное соединение превращается в 4-х 



углеродное). Таким образом, за один цикл образуются 2 молекулы СО2. 



2. Запасание энергии: 



а) 1 молекула NADH образуется в реакции изоцитрат -кетоглутарат; 



б) 1 молекула NADH образуется в реакции -кетоглутарат  сукцинил-



СоА; 
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в) 1 молекула NADH образуется в реакции L-малат  оксалоацетат; 



г) 1 молекула FADH2 образуется в реакции сукцинат  фумарат; 



д) 1 молекула GTP образуется в реакции сукцинил-СоА  сукцинат, затем 



она отдает свою фосфатную группу на образование молекулы АТР. 
 



Суммарная реакция цикла Кребса описывается уравнением: 
 



Ацетил-СоА + 3NAD
+
 + FAD + GDP + Pi + 2О2  HS-СоА + 3NADH + 3H



+
 + 



+ FADН2 + GТР + 2CO2 + Н2О 



 



с учетом образования АТР в дыхательной цепи (3АТР – на 1NADH, 



2АТР – на 1FADH2):  
 



Ацетил-СоА + 12АDP + 12Pi + 2О2  HS-СоА + 12АТР + 2CO2 + 13Н2О. 
 



Если произвести расчет не на молекулу ацетил-СоА, а на молекулу 



глюкозы, то соответственно энергетический выход увеличивается в 2 раза: 
 



2Ацетил-СоА + 24АDP + 24Pi + 4О2  2HS-СоА + 24АТР + 4CO2 + 26Н2О. 
 



Окислительное фосфорилирование 
 



Молекулы NADH, NADPH, FADH2, FMNH2, отдают свои 



высокоэнергетические электроны в дыхательную цепь – цепь транспорта 



электронов. Дыхательная цепь включает ряд белков с простетическими 



группами, способными принимать и отдавать электроны. Эти белки 



располагаются в определенной последовательности и электроны передаются 



от одного переносчика к другому. 
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Рисунок 9.12 – Упрощенная схема системы окислительного фосфорилирования 



 



При движении высокоэнергетических электронов по дыхательной цепи 



потеря ими энергии и затрачивается на синтез АТР.  



В дыхательной цепи имеются 3 участка, на которых энергия 



электронов используется для синтеза АТР – эти участки называют пунктами 



фосфорилирования или пунктами запасания энергии. При движении 



электронов по дыхательной цепи синтезируется 3 молекулы АТР. В 



настоящее время общепринятой гипотезой процесса синтеза АТР является 



хемиосмотическая гипотеза. Первым электрон-транспортным блоком в цепи 



переноса является NADH-Q-редуктаза, принимающая электроны от NADH и 



передающая их на убихинон (кофермент Q). Убихинон способен также 



принимать электроны от свободных FADH2, FMNH2. Нужно отметить, что 



поскольку один из пунктов фосфорилирования находится в участке QН2-



цитохром с-редуктазы – электроны от доноров FADH2 и FMNH2 могут 



обеспечить образование только 2 молекул АТР. Последний блок 



фосфорилирования в дыхательной цепи называется цитохром с-оксидазой, 



которая передает 4е
–
 на О2 с образованием молекулы Н2О.  



 



Итог дыхания 



 



2Пируват + 30ADP + 30Pi + 5О2  6СО2 + 30АТР + 34Н2О. 
 



Таким образом, процесс деградации глюкозы в аэробных условиях 



может быть представлен в виде суммы реакций: 



 



Глюкоза + 8ADP + 8Pi + О2  2Пируват + 8АТР + 10Н2О 



+ 
2Пируват + 30ADP + 30Pi + 5О2  6СО2 + 30АТР + 34Н2О. 
__________________________________________________________ 



 



Глюкоза + 38ADP + 38Pi + 6О2  6СО2 + 38АТР + 44Н2О. 
 



Следует, однако, помнить, что в зависимости от способа переноса 



восстанавливающих эквивалентов из цитоплазмы в митохондриальный 



компартмент, который зависит от функционирования двух шунтов, общее 



число молекул АТР образующихся при полном окислении глюкозы может 



быть не 38, а 36. 
 



Изучение эффективности протекания гликолиза в миоцитах 



 



Об эффективности протекания гликолиза в тканях можно судить либо 



по расходу исходного субстрата глюкозы, либо по накоплению конечного 



продукта – молочной кислоты. 
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Принципы методов 
 



Определение концентрации глюкозы глюкозооксидазным  методом 



Глюкозооксидазный (ферментативный) метод основан на окислении 



глюкозы до глюконовой кислоты под действием глюкозооксидазы с 



образованием перекиси водорода: 
 



Глюкоза + 2Н2О + О2 
идазаГлюкозоокс Глюконовая кислота + Н2О2 



 



Образующаяся в этой реакции перекись водорода при участии 



пероксидазы окисляет субстрат (либо о-толидин, либо о-дианизидин, в 



зависимости от комплектации тест-набора) с образованием окрашенного 



продукта, определяемого спектрофотометрически. 
 



  
 



Определение молочной кислоты с п-оксидифенилом 



Из молочной кислоты в присутствии серной, фосфорной кислот и солей 



меди образуется уксусный альдегид, который, реагируя с п-оксидифенилом, 



дает продукт фенольной конденсации – 1,1-ди-(оксидифенил)-этан, имеющий 



фиолетовую окраску. 
 



 
 



Интенсивность развивающейся окраски измеряют спектрофото-



метрически. 



 



Определение пировиноградной кислоты в реакции с 2,4-



динитрофенилгидразином 
Для количественного определения пировиноградной кислоты 



используется цветная реакция с 2,4-динитрофенилгидразином. В результате 



взаимодействия образуется продукт красного цвета. Интенсивность окраски 



пропорциональна содержанию пировиноградной кислоты в пробе. 



 



Определение АТФ в биологических жидкостях 
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Содержание АТФ в фильтрате эритроцитов определяют после 



кислотного гидролиза по приросту неорганического фосфата, уровень 



которого оценивают по цветной реакции с аммоний молибдатом в 



присутствии восстановителя аскорбиновой кислоты. 



Определение фруктозо-1,6-дифосфата в реакции с резорцином 



Продуктом кислотного гидролиза фруктозо-1,6-дифосфата является 



фруктоза. Содержание фруктозо-1,6-дифосфата в биологических жидкостях 



оценивают по содержанию фруктозы, которая дает цветную реакцию с 



резорцином. 



 



Контрольные вопросы 
 



1. Энергетический обмен: стадии катаболизма углеводов (подготовительная, 



гликолиз, дыхание) и места их локализации.  



2. Макроэрги (нуклеозидтрифосфаты, нуклеозиддифосфаты) и 



сверхмакроэрги (1,3-дифосфо-глицерат, фосфоенолпируват, креатин-



фосфат), их строение и физиологическая роль.  



3. Гликолиз: основная характеристика, энергетический баланс.  



4. Первая стадия гликолиза: реакции, характеристика.  



5. Вторая стадия стадия гликолиза: реакции, характеристика.  



6. Основные принципы регуляции гликолиза.  



7. Катаболизм важнейших моносахаридов и дисахаридов.  



8. Вовлечение гликогена в гликолитический путь расщепления.  



9. Катаболизм углеводов у молочнокислых бактерий и дрожжей.  



10. Пентозофосфатный путь: основная характеристика, суммарный баланс 



данного метаболического пути.  



11. Окислительная фаза пентозофосфатного пути.  



12. Неокислительная фаза пентозофосфатного пути.  



13. Дыхание: основная характеристика, энергетический баланс.  



14. Строение и функционирование пируватдегидрогеназного комплекса.  



15. Цикл Кребса: основная характеристика, энергетический баланс.  



16. Цикл Кребса: описание реакций. Стадии образования восстановительных 



эквивалентов.  



17. Окислительное фосфорилирование: основная характеристика. Ферменты 



дыхательной цепи. 



18. Определение молочной кислоты с п-оксидифенилом. 



19. Принципы получения мышечного гомогената и мышечного экстракта. 



20. Принципы проведения опыта по изучению ингибирующего действия АТР 



на гликолиз. Полученные и теоретические результаты, их обоснование. 



21. Принципы проведения опыта по изучению ингибирующего действия 



цитрата на гликолиз. Полученные и теоретические результаты, их 



обоснование. 
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22. Принципы проведения опыта по изучению стимулирующего действия 



АМР на гликолиз. Полученные и теоретические результаты, их 



обоснование. 



23. Принципы проведения опыта по изучению комплексного влияния цитрата 



и АМР на гликолиз. Полученные и теоретические результаты, их 



обоснование.  
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ХОД РАБОТЫ 
 



ОБМЕН УГЛЕВОДОВ 
 



Получение препарата мышечного экстракта для изучения гликолиза 



 



Приготовление мышечного гомогенета 



1. Мышечную ткань крысы по возможности тщательно освобождают от 



связок, жира и измельчают ножницами.  



2. Взвешивают 10 г измельченной ткани и помещают в охлажденный стакан 



гомогенизатора содержащий пятикратный объем среды гомогенизации. В 



качестве среды гомогенизации применяют 0.9%-ый раствор NaCl. В среду 



гомогенизации рекомендуется добавить никотинамид в конечной 



концентрации 4 10
–2



 М для ингибирования нуклеозидазы, расщепляющей 



NAD
+
. 



3. Гомогенизацию проводят в гомогенизаторе со стеклянным или 



тефлоновым пестиком в течение 10 мин.  



4. Гомогенат переливают в мерный цилиндр и средой гомогенизации доводят 



объем до метки так, чтобы в 1 мл гомогената содержалось 200 мг 



размельченной мышечной ткани (разведение 1:5). 
 



Получение мышечного экстракта 
1. Мышечный гомогенат подвергают центрифугированию при 3000 об/мин в 



течение 10 мин для удаления дебриса – остатков разрушенных клеток и 



ядер. В надосадочной жидкости – экстракте – содержатся 



цитоплазматические ферменты гликолиза, митохондрии и микросомы.  



2. Для удаления митохондрий экстракт дополнительно центрифугируют в 



течение 10 мин при 11000 об/мин.  



3. Полученный супернатант фильтруют через 4 слоя марли. 



4. Значение рН в полученном экстракте доводят до 7.4. 
 



Гликолиз и его регуляция 



 



Для изучения интенсивности протекания гликолиза в полученном 



препарате мышечного экстракта, последний инкубируют в среде, 



содержащей глюкозу, АТР, а также соединения-регуляторы (АТР, ADP или 



лимонную кислоту) гликолитического пути распада глюкозы. За изменением 



содержания глюкозы в анализируемых пробах следят с помощью 



глюкозооксидазного  (энзиматического) метода, а накопление молочной 



кислоты (конечного продукта гликолиза в анаэробных условиях) определяют 



по реакции с п-оксидифенилом. 
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Изучение влияния концентрации АТР на скорость гликолиза 
1. В соответствии с приведенной ниже таблицей готовят три пробирки: 



пробирку №1 – контрольная проба; пробирку №2 – инкубируемая проба; и 



пробирку №3 – инкубируемая проба, содержащую АТР в ингибирующей 



концентрации. 
 



Отмерить  



(мл) 



№1 №2 №3 



0.02М раствор глюкозы 0.5 0.5 0.5 



0.06М раствор АТР 0.5 0.5  



0.6М раствор АТР   0.5 



ФСБС 0.5 0.5 0.5 



 



2. Пробирки помещают на 5 мин в лед. 



3. Во все три пробирки (не извлекая их изо льда) добавляют по 1.5 мл 



мышечного экстракта и тщательно перемешивают. 



4. Пробу №1 оставляют на льду, а пробы №2 и 3 инкубируют в течение 30 



мин при 26°С в водяной бане. 



5. После инкубации пробы №2 и 3 переносят в лед. 



6. Далее во всех пробах определяют содержание глюкозы и молочной 



кислоты, для этого с пробами поступают следующим образом: 



 из пробы №1 сразу же после добавления экстракта отбирают 0.5 мл 



инкубационной смеси и переносят в пробирку, содержащую 2.5 мл 



H2O, 2 мл 5% раствора ZnSO4 7H2O и  1 мл 0.3 М NaOH, и 



перемешивают; 



 к оставшейся в пробе №1 инкубационной смеси приливают равный 



объем 5% раствора ТХУ; 



 из проб №2 и 3 отбирают по 1 мл инкубационной смеси и переносят в 



пробирки, содержащие по 2 мл H2O, 2 мл 5% раствора ZnSO4 7H2O и 1 



мл 0.3 М NaOH и также перемешивают; 



 к оставшимся в пробах №2 и 3 инкубационным смесям приливают 



равные объемы 5% раствора ТХУ; 



 образующиеся осадки белков во всех пробах (и осажденных цинковой 



смесью, и осажденных ТХУ) удаляют центрифугированием при 3000 



об/мин в течение 10 мин; 



 концентрацию глюкозы в супернатантах проб, осажденных цинковой 



смесью, определяют энзиматическим методом с глюкозооксидазой 



(методика описана ниже).  



 концентрацию молочной кислоты в супернатантах проб, осажденных 



ТХУ, определяют по реакции с п-оксидифенилом (методика описана 



ниже). 



7. Об интенсивности гликолиза судят по убыли глюкозы и по приросту 



молочной кислоты. 
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8. Делают выводы о влиянии АТР на скорость гликолиза. 
 



Изучение влияния уровня АМР на скорость гликолиза 
1. В соответствии с приведенной ниже таблицей готовят три пробирки: 



пробирку №1 – контрольная проба; пробирку №2 – инкубируемая проба и 



пробирку №3 – инкубируемая проба, содержащую высокую концентрацию 



АМР. 
 



Отмерить  



(мл) 



№1 №2 №3 



0.02М раствор глюкозы 0.5 0.5 0.5 



0.06М раствор АТР 0.5 0.5 0.5 



0.6М раствор АМР   0.5 



ФСБС 0.5 0.5  



 



2. Все пробирки помещают на 5 мин в лед. 



3. Во все пробирки (не вынимая их изо льда) добавляют по 1.5 мл мышечного 



экстракта и тщательно перемешивают. 



4. Пробу №1 оставляют на льду, а пробы №2 и 3 инкубируют в течение 30 



мин при 26°С в водяной бане. 



5. После инкубации пробы №2 и 3 помешают на лед. 



6. Далее во всех пробах определяют содержание глюкозы и молочной 



кислоты, для этого с пробами поступают следующим образом: 



 из пробы №1 сразу же после добавления экстракта отбирают 0.5 мл 



инкубационной смеси и переносят в пробирку, содержащую 2.5 мл 



H2O, 2 мл 5% раствора ZnSO4 7H2O и  1 мл 0.3М NaOH, и 



перемешивают; 



 к оставшейся в пробе №1 инкубационной смеси приливают равный 



объем 5% раствора ТХУ; 



 из проб №2 и 3 отбирают 1 мл инкубационной смеси и переносят в 



пробирку, содержащую  2 мл H2O, 2 мл 5% раствора ZnSO4 7H2O и  1 



мл 0.3М NaOH, и перемешивают; 



 к оставшимся в пробах №2 и 3 инкубационным смесям приливают 



равные объемы 5% раствора ТХУ; 



 образующиеся осадки белков во всех пробах (и осажденных цинковой 



смесью, и осажденных ТХУ) удаляют центрифугированием при 3000 



об/мин в течение 10 мин; 



 концентрацию глюкозы в супернатантах проб, осажденных цинковой 



смесью, определяют энзиматическим методом с глюкозооксидазой 



(методика описана ниже).  



 концентрацию молочной кислоты в супернатантах проб, осажденных 



ТХУ, определяют по реакции с п-оксидифенилом (методика описана 



ниже). 
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7. Об интенсивности гликолиза судят по убыли глюкозы и по приросту 



молочной кислоты. 



8. Делают выводы о влиянии АМР на скорость гликолиза. 



 



Изучение влияния цитрата на скорость гликолиза 
1. В соответствии с приведенной ниже таблицей готовят четыре пробирки: 



пробирку №1 – контрольная проба; пробирку №2 – инкубируемая проба; 



пробирку №3 – инкубируемая проба, содержащая ингибирующую 



концентрацию цитрата Na и пробирку №4 – инкубируемая проба, 



содержащую смесь цитрата и АМР.  
 



Отмерить  



(мл) 



№1 №2 №3 №4 



0.02М раствор глюкозы 0.5 0.5 0.5 0.5 



0.06М раствор АТР 0.5 0.5 0.5 0.5 



0.3М раствор цитрата Na   0.5  



Смесь цитрат Na / АМР, 



0.6М / 0.3М 
   0.5 



ФСБС 0.5 0.5   



 



2. Пробирки помещают на 5 мин в лед. 



3. Во все пробирки (не вынимая их изо льда) добавляют по 1.5 мл мышечного 



экстракта и тщательно перемешивают. 



4. Пробу №1 оставляют во льду, а пробы №2, 3 и 4 инкубируют в течение 30 



мин при 26°С в водяной бане. 



5. После инкубации пробы №2, 3 и 4 ставят на лед. 



6. Далее во всех пробах определяют содержание глюкозы и молочной 



кислоты, для этого с пробами поступают следующим образом: 



 из пробы №1 сразу же после добавления экстракта отбирают 0.5 мл 



инкубационной смеси и переносят в пробирку, содержащую 2.5 мл 



H2O, 2 мл 5% раствора ZnSO4 7H2O и  1 мл 0.3М NaOH, и 



перемешивают; 



 к оставшейся в пробе №1 инкубационной смеси приливают равный 



объем 5% раствора ТХУ; 



 из проб №2, 3 и 4 отбирают 1 мл инкубационной смеси и переносят в 



пробирку, содержащую  2 мл H2O, 2 мл 5% раствора ZnSO4 7H2O и  1 



мл 0.3 М NaOH, и перемешивают; 



 к оставшимся в пробах №2, 3 и 4 инкубационным смесям приливают 



равные объемы 5% раствора ТХУ 



 образующиеся осадки белков во всех пробах (и осажденных цинковой 



смесью, и осажденных ТХУ) удаляют центрифугированием при 3000 



об/мин в течение 10 мин; 
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 концентрацию глюкозы в супернатантах проб, осажденных цинковой 



смесью, определяют энзиматическим методом с глюкозооксидазой 



(методика описана ниже);  



 концентрацию молочной кислоты в супернатантах проб, осажденных 



ТХУ, определяют по реакции с п-оксидифенилом (методика описана 



ниже). 



7. Об интенсивности гликолиза судят по убыли глюкозы и по приросту 



молочной кислоты. 



8. Делают выводы о влиянии цитрата (в присутствии и в отсутствие АМР) на 



скорость гликолиза. 
 



Определение глюкозы в пробах глюкозооксидазным методом 
1. Готовят опытную, стандартную и холостую пробы в соответствии с 



таблицей: 
 



Отмерить  



(мл) 



Опытная 



проба 



Стандарт



ная проба 



Холост



ая проба 



Надосадочная жидкость 0,2   



Стандарт глюкозы  0,2  



Вода   0,2 



Рабочий реагент 2,0 2,0 2,0 



 



2. Пробы тщательно перемешивают. 



3. Затем опытную и стандартную пробы инкубируют в течение 15 мин при 



37 С 



4. Оптическую плотность в опытной и стандартной пробах определяют при 



520 нм против холостой пробы (контроля).  



5. Концентрацию глюкозы (в ммоль/л) в пробах определяют по формулам: 



 



Для пробы №1 



.12
А



СА
)л/ммоль(C



ст



ст
 



Для проб №2, 3 (4) 



,6
А



СА
)л/ммоль(C



ст



ст
 



 



где, С – концентрация глюкозы в исследуемой пробе, А – оптическая 



плотность исследуемой пробы, Сст – концентрация глюкозы в стандартной 



пробе (5.55 ммоль/л), Аст – оптическая плотность стандартной пробы, 12 – 



разведение пробы №1 (при осаждении белков), 6 – разведение проб №2, 3 (4). 
 



Определение молочной кислоты по реакции с п-оксидифенилом 
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1. Готовят опытную, стандартную и холостую пробы в соответствии с 



приведенной ниже таблицей. 



2. Пробы тщательно перемешивают. 



3. Пробирки энергично встряхивают и точно через 3 мин помещают ровно на 



3 мин в кипящую водяную баню, затем еще 3 мин охлаждают в ледяной 



бане. 
 



Отмерить  



(мл) 



Опытная 



проба 



Стандарт



ная проба 



Холостая 



проба 



Надосадочная жидкость 0.1   



Стандарт молочной 



кислоты 
 0.2  



ТХУ   0.2 



Вода 0.1   



Смесь* 0.1 0.1 0.1 



Серная кислота, конц. 2.5 2.5 2.5 



 



4. Далее добавляют 0.15 мл (1 каплю) раствора п-оксидифенила в 



диметилформамиде (наносить нужно точно в центр пробирки), тщательно 



перемешивают и оставляют стоять 10 мин при комнатной температуре. 



5. После этого нагревают на кипящей водяной бане 1.5 мин и охлаждают в 



воде. 



6. Оптическую плотность в опытной пробе определяют 



спектрофотометрически при длине волны 565 нм против холостой пробы 



(контроля). 



7. Расчет количества молочной кислоты в пробах производят по формуле: 



 



,2)/(
ст



ст



А



СА
лммольC  



 



где, С – концентрация молочной кислоты в исследуемой пробе, А – 



оптическая плотность исследуемой пробы, Сст – концентрация молочной 



кислоты в стандартной пробе (2.5 ммоль/л), Аст – оптическая плотность 



стандартной пробы, 2 – разведение проб при осаждении.  



 



Определение пировиноградной кислоты в реакции с 2,4-



динитрофенилгидразином 
1. Готовят опытную и контрольную пробы в соответствии с таблицей: 



 



Отмерить  



(мл) 



Опытная 



проба 



Контрольная 



проба 



Сыворотка крови 0,2  



Дистиллированная вода  0,2 
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0,2% раствор 2,4-



динитрофенилгидразина 



0,1 0,1 



 



2. Пробы тщательно перемешивают. 



3. Затем опытную и контрольную пробы инкубируют в течение 20 мин при 



комнатной температуре. 



4. Далее добавляют 0.5 мл 5% раствора NaOH, тщательно перемешивают и 



оставляют стоять 15 мин при комнатной температуре. 



5. После этого в обе пробирки добавляют по 1,8 мл воды и перемешивают. 



6. Оптическую плотность в опытной пробе определяют 



спектрофотометрически при длине волны 490 нм против контрольной 



пробы. 



7. Расчет количества пирувата производят по формуле: 



 



,46)/( АлмкмольC  



 



где, С – концентрация пировиноградной кислоты в исследуемой пробе, А – 



оптическая плотность исследуемой пробы, 46 – коэффициент перерасчета. 



 



Определение АТФ в биологических жидкостях 



1. Готовят  пробы в соответствии с таблицей: 



 



Отмерить  



(мл) 



Проба №1 Проба №2 



Фильтрат эритроцитов 0,5 0,5 



Дистиллированная вода 1 1 



 



2. Пробы тщательно перемешивают. 



3. Затем пробу №2 кипятят на водяной бане в течение 7 минут. 



4. Далее в обе пробирки добавляют по 0.25 мл 2.5% раствора аммоний 



молибдата и по 0.25 мл 1% раствора аскорбиновой кислоты, тщательно 



перемешивают и инкубируют 5 мин при комнатной температуре. 



5. Оптическую плотность в пробах определяют спектрофотометрически при 



длине волны 590 нм против дистиллированнаой воды. 



6. Расчет количества АТФ в фильтрате эритроцитов производят по формуле: 



 



,
1000102



20005,0)(
)/( 12 СС



лммольC  



 



где, С2 – количество АТФ (в мкмоль) в фильтрате эритроцитов после 



гидролиза; С1 – количество АТФ (в мкмоль) в фильтрате эритроцитов до 



гидролиза; 2 – коэффициент перерасчета неорганического фосфата в АТФ; 
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10, 1000, 2000 – коэффициенты пересчета в ммоль / л; 0,5 – объем фильтрата 



эритроцитов в мл. 



 



Определение фруктозо-1,6-дифосфата в реакции с резорцином 



1. В пробирку наливают 1 мл исследуемой жидкости. 



2. Добавляют 1 мл 0,1% раствора резорцина и 3 мл 30% хлоридной кислоты. 



3.  Пробы тщательно перемешивают и кипятят 8 минут в водяной бане при 



100
0
С, охлаждают. 



4. Оптическую плотность в пробе определяют спектрофотометрически при 



длине волны 490 нм против дистиллированнаой воды. 



5. Расчет количества фруктозо-1,6-дифосфата производят по формуле: 



 



9,1)/( фСлмкмольC , 



 



где, Сф – количество фруктозы в пробе, 1,9 – коэффициент перерасчета. 



 



Оформление работы 



К занятию: 



6. Кратко законспектировать теоретические данные по лабораторной работе. 



Во время занятия: 



7. Описать этапы работы. 



8. Описать результаты.  



9. Сделать выводы. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1 



 



 



СТРУКТУРНЫЕ ФОРМУЛЫ ОСНОВНЫХ МОНОСАХАРИДОВ  



(проекционные формулы Фишера и перспективные формулы Хеуорса) 



 



 Альдозы Кетозы 



Т
р



и
о



зы
 



Альдотриозы Кетотриозы 



  



Т
ет



р
о



зы
 



Альдотетрозы Кетотетрозы 



  



П
ен



то
зы



 



Альдопентозы 



  



  
Кетопентозы 
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 Альдогексозы 



Г
ек



со
зы



 



  



 
Кетогексозы 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2 



  



СТРОЕНИЕ ОСНОВНЫХ ОЛИГОСАХАРИДОВ  



 



Сахароза (свекловичный или тростниковый сахар)  
Образована молекулами глюкозы и фруктозы, связанными α(1→2)α связью: 



 



 
-D-Glc-(1→2)- -D-Fru 



 



Лактоза (молочный сахар)  
Образована молекулами галактозы и глюкозы, связанными β(1→4) связью: 
 



 
-D-Gal-(1→4)-D-Glc 



 



Мальтоза (солодовый сахар)  
Образована двумя молекулами глюкозы, связанными α(1→4) связью: 
  



 
-D-Glc-(1→4)-D-Glc 



 



Целлобиоза  
Образована двумя молекулами глюкозы, связанными β(1→4) связью: 
  



 
-D-Glc-(1→4)-D-Glc 
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Трегалоза  
Образована двумя молекулами глюкозы, связанными α(1→1)α связью: 
  



 
-D-Glc-(1→1)- -D-Glc 



Раффиноза  



Образована путем присоединения дополнительной галактозы (1→6) связью 



к глюкозе сахарозы: 
 



 
-D-Gal-(1→6)- -D-Glc-(1→2)- -D-Fru 



 



Стахиоза  



Образована путем присоединения дополнительной галактозы (1→6) связью 



к галактозе раффинозы: 
 



 
-D-Gal-(1→6)- -D-Gal-(1→6)- -D-Glc-(1→2)- -D-Fru 



 



Лакто-N-фукопентаоза  
В основе данного соединения лежит лактоза. К галактозе лактозы 



присоединена следующая цепочка из моносахаридов: (1→3) связью D-N-



ацетилглюкозамин, (1→3) связью D-галактоза и (1→2) связью L-фукоза. 
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-L-Fuc-(1→2)- -D-Gal-(1→3)- -D-GlcNAc-(1→3)- -D-Gal-(1→4)-D-Glc 
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ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА № 4 



Тема: Сравнительное действие ферментов и катализаторов 



неорганической природы 



 



Цель ра-



боты: 



 



Изучение каталитической активности ферментов и 



сравнение эффективности действия катализаторов 



биологической и неорганической природы 



 



Оборудование и материалы: 



 cпектрофотометр Solar PV 1251B; 



 термостат; 



 плитка электрическая; 



 пипетки стеклянные с объемами 1 мл и 5 мл; 



 микропипетки автоматические; 



 цилиндры мерные с объемами 250 мл и 100 мл; 



 стакан с объемом 300 мл; 



 пробирки стеклянны; 



 штативы для пробирок; 



 стеклянные палочки; 



 предметные стекла. 



 



Реактивы: 



 крахмал, 1%-ный раствор; 



 гидроксид натрия (NaOH), 10%-ный раствор; 



 сульфат меди (CuSO4), 1%-ный раствор; 



 раствор Люголя (йод, 1%-ный раствор в KJ, 2,5 %); 



 соляная кислота (HCl), 10%-ный раствор; 



 вода дистиллированная. 
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ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 



 



Ферменты 
Живые системы состоят из достаточно ограниченного набора 



химических элементов, на долю которых (C, H, O, N, P, S) приходит-



ся более 99 % общей массы клеток. Поскольку химический состав 



клеток существенно отличается от химического состава земной коры, 



это означает, что биологические системы способны осуществлять 



химические реакции особого рода. 



Если не принимать во внимание воду, почти все молекулы 



клетки относятся к соединениям углерода. Среди химических эле-



ментов Земли именно углерод занимает особое место по способности 



образовывать множество малых и больших молекул (макромолекул). 



Из-за малого размера атома и наличия на внешней оболочке четырех 



электронов атомы углерода могут образовывать прочные ковалент-



ные связи с другими атомами, а также друг с другом, что приводит к 



формированию колец или длинных цепей и, как следствие, созданию 



больших и сложных молекул. 



Одно из часто встречающихся определений биологических си-



стем сводится к тому, что живые организмы представляют собой 



автономные самовоспроизводящиеся химические системы, постро-



енные из специфического и вместе с тем достаточно ограниченного 



набора углеродсодержащих малых молекул и макромолекул. 



Итак, основу жизнедеятельности любого организма составля-



ют химические процессы особого рода. Практически все реакции в 



живой клетке протекают с участием высокоэффективных природных 



биокатализаторов, называемых ферментами, или энзимами. Рас-



сматривая клеточные метаболические пути, может показаться, что 



клетка обладает возможностью осуществлять любую необходимую 



ей реакцию, используя для этой цели соответствующий фермент. В 



действительности это не так. Хотя ферменты и являются мощными 



катализаторами, они могут ускорять только те реакции, которые 



«разрешены» с точки зрения термодинамики. Среди множества энер-



гетически возможных реакций ферменты избирательно преобразуют 



соответствующие «реагенты», называемые субстратами, по физио-
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логически полезному пути. Таким образом ферменты управляют 



всеми метаболическими процессами организма.  



До недавнего времени считалось, что абсолютно все биокатализаторы являются веществами белковой природы. Однако в 80-е годы ХХ столетия были обнаружены специфические низкомолекулярные РНК, обладающие каталитической активностью. Эти каталитические РНК по аналогии получили 



название рибозимов. Остальные известные на данный момент биока-



тализаторы клетки, число которых превышает 2500, имеют белковую 



природу и характеризуются всеми свойствами белков. К настоящему 



времени расшифрованы аминокислотные последовательности сотен 



различных ферментов, многие получены в кристал-лическом виде, по 



данным рентгеноструктурного анализа установлена трехмерная про-



странственная структура и описаны механизмы их действия и изуча-



ется их роль в клеточных метаболических превращениях. 



Подобно неорганическим катализаторам, ферменты: не расхо-



дуются в процессе реакции, увеличивают скорость как прямой, так и 



обратной реакций, не изменяют положения равновесия. Однако бел-



ковая природа ферментов обусловливает появление у них ряда 



свойств, в целом нехарактерных для неорганических катализаторов. 



 



Отличие ферментов от неорганических катализаторов 



 



1. Ферменты имеют более высокую каталитиче-



скую активность (в миллионы раз превышающую действие 



неорганических катализаторов). Например, гидролиз белка в 



присутствии неорганических кислот и щелочей протекает при 



100 С в течение нескольких десятков часов. При участии 



ферментов этот процесс сокращается до десятков минут при 



30–40 С. 



2. Каталитическая активность ферментов проявля-



ется в очень мягких условиях (умеренные температуры 37–



40 С, нормальное давление, близкие к нейтральным значения 



рН среды 6,0–8,0). 



3. Ферменты обладают высокой специфичностью 



действия, т. е. каждый фермент катализирует в основном 



только строго определенную химическую реакцию (для срав-



нения, платина в органическом синтезе катализирует несколь-



ко десятков химических превращений). 
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4. Скорость ферментативных реакций подчиняется 



определенным кинетическим закономерностям. 



5. Ряд ферментов при формировании третичной и 



четвертичной структуры подвергаются посттрансляционной 



модификации. 



6. Размеры молекулы ферментов обычно намного 



превышают размеры их субстратов. 



7. Активность ферментов в клетках строго контро-



лируется и регулируется. 



 



Номенклатура и классификация ферментов 



 



В настоящее время известно более 2000 химических реакций, 



катализируемых ферментами, и число это непрерывно возрастает. 



Чтобы ориентироваться в таком множестве превращений, еще в 



1961 году комиссией по ферментам Международного биохимического 



союза были разработаны принципы рациональной международной 



классификации и номенклатуры, при помощи которой любой фермент 



можно было бы точно идентифицировать. В основу классификации 



положен важнейший признак, по которому один фермент отличается 



от другого, – это катализируемая им реакция. Приведенная ниже 



классификация ферментов основана на рекомендациях Комитета по 



номенклатуре Международного Объединения Биохимии и Молеку-



лярной Биологии (NC-IUBMB). Число типов химических реакций 



сравнительно невелико, что позволило разделить все известные в 



настоящее время ферменты на 6 важнейших классов. 



В зависимости от типа катализируемой реакции выделяют 



следующие классы ферментов: 



1. Оксидоредуктазы (окислительно-



восстановительные реакции). 



2. Трансферазы (перенос функциональных групп). 



3. Гидролазы (реакции расщепления с участием 



воды). 



4. Лиазы (разрыв связей без участия воды). 



5. Изомеразы (изомерные превращения). 



6. Лигазы (синтез с затратой молекул АТФ). 
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Ферменты каждого класса делят на подклассы, руководствуясь 



строением субстратов. В подклассы объединяют ферменты, действу-



ющие на сходно построенные субстраты. Подклассы разбивают на 



подподклассы, в которых еще строже уточняют структуру химиче-



ских групп, отличающих субстраты друг от друга. Внутри подпод-



классов перечисляют индивидуальные ферменты. Все подразделения 



классификации имеют свои номера. Таким образом, любой фермент 



получает свой уникальный кодовый номер (шифр), со стоящими пе-



ред ним буквами КФ («Каталог ферментов (ЕС). Шифр каждого фер-



мента содержит четыре числа, разделенных точками. Первое число 



обозначает класс, второе – подкласс, третье – подподкласс, четвер-



тое – номер фермента в пределах подподкласса. 



Согласно классификации, каждый фермент имеет два назва-



ния: рекомендуемое (рабочее), предназначенное для повседневного 



употребления, и систематическое, которое составляется в опреде-



ленном порядке и подчеркивает тип катализируемой реакции. Си-



стематическое название составляется из двух частей. Первая часть 



содержит название субстрата или субстратов, часто – наименование 



кофермента, вторая часть указывает на природу катализируемой ре-



акции и включает название класса, к которому относится данный 



фермент. При необходимости приводится дополнительная информа-



ция о реакции в скобках после второй части названия. Систематиче-



ское название присваивается только тем ферментам, каталитическое 



действие которых полностью изучено. 



Пример. Систематическое название фермента АТР: D-гексозо-



6-фосфотрансфераза (КФ 2.7.1.1) указывает на то, что этот энзим 



катализирует перенос фосфатной группы от АТР на гидроксильную 



группу атома углерода в шестом положении гексозы; фермент отно-



сится к классу 2 (трансферазы); подклассу 7 (перенос фосфатных 



групп); подподклассу 1 (акцептором фосфата являются спирты). Ре-



комендуемое (рабочее) название этого фермента – гексокиназа. 



В ряде случаев сохранились тривиальные названия, присвоен-



ные ферментам на ранних этапах их изучения, когда название фер-



мента включало только субстрат, на который действует данный фер-



мент и окончание «аза». Так, ферменты, обеспечивающие гидролиз 
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крахмала (амилон), были названы амилазами; ферменты, гидролизу-



ющие жиры (липос), – липазами; ферменты, гидролизующие белки 



(протеины), – протеазами. Также в употреблении сохранился ряд ра-



бочих, исторически закрепленных названий ферментов, которые не 



дают представления ни о субстрате, ни о типе химического превра-



щения, например: пепсин, трипсин, химотрипсин, тромбин и т. д. 



Рассмотрим каждый из классов ферментов отдельно. 



Класс 1. Оксидоредуктазы. Катализируют окислительно-



восстанови-тельные реакции, в которых, как правило, участвуют два 



субстрата, S и S. Общая схема реакций, катализируемых оксидоре-



дуктазами, включающих субстраты S и S, может быть выражена сле-



дующим образом: 



Sвосст + Sокисл → Sокисл + Sвосст. 



В окислительно-восстановительных реакциях происходит пе-



ренос двух восстановительных эквивалентов в той или иной форме 



(атомов водорода, электронов, гидрид-ионов и т. д.) от одного суб-



страта (окисляемого) к другому (восстанавливаемому). Субстрат, 



подвергающийся окислению, рассматривается как донор водорода 



(S), а субстрат, который восстанавливается – акцептором водорода 



(S). Систематическое название составляется по схеме: – донор: ак-



цептор оксидоредуктаза. Согласно тривиальной номенклатуре, об-



щее название оксидоредуктаз, отщепляющих атомы водорода или 



электроны и переносящих их на любой акцептор, кроме кислорода, 



представлено дегидрогеназами. Как альтернатива, некоторые фер-



менты, которые преимущественно характеризуются восстанавлива-



ющим действием, носят название редуктаз. Оксидоредуктазы, ис-



пользующие кислород в качестве акцептора атомов водорода или 



электронов, называются оксидазами. Ферменты, осуществляющие 



перенос электронов, называются цитохромами. 



Подклассы оксидоредуктаз формируются в зависимости от 



природы функциональной группы донора водорода (электронов). Де-



ление на подподклассы зависит от акцептора электронов. 



Подкласс 1.1 составляют оксидоредуктазы, действующие на 



спиртовые группы доноров, окисляя их до альдегидных или кето-



групп. 
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Дегидрогеназы, катализируют реакции дегидрирования (от-



щепления от одного субстрата атомов водорода и переноса на другие 



субстраты): 



SH2 → S + 2Н. 



В качестве акцептора водорода используются NAD
+
, NADP



+
. 



Пример: 



алкогольдегидрогеназа (алкоголь: NAD-оксидоредуктаза, 



КФ 1.1.1.1) участвует в метаболизме этанола в тканях. 



 



Кроме окисления спиртов, ферменты этого подкласса участ-



вуют в дегидрировании оксикислот (лактата, малата, изоцитрата), 



моносахаридов, сахароспиртов и оксистероидов. 



 



. 



          Как было указано выше, редуктазы катализируют реакции гид-



рирования (присоединяют атомы водорода к субстрату): 



S + 2H → SH2. 



 



Пример: 



альдозоредуктаза (КФ 1.1.1.21) восстанавливает глюкозу до 



сорбитола: 
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Наконец, оксидоредуктазы, использующие молекулярный 



кислород в качестве акцептора, – оксидазы катализируют перенос 



атомов водорода или электронов непосредственно на молекулу О2: 



SН2 + ½О2 → S + Н2О. 



В качестве коферментов в таких реакциях выступают произ-



водные витамина В2 – FAD и FMN. 



Пример:глюкозооксидаза, являющаяся FAD-зависимым фер-



ментом (β-D-глюкоза: кислород-оксидоредуктаза, КФ 1.1.3.4), катали-



зирует окисление β-D-глюко-зы молекулярным кислородом без вклю-



чения его атомов в молекулу субстрата: 



D-глюкоза + FAD + О2 → FADН2 + глюконолактон + Н2О2, 



глюконолактон + Н2О → глюконовая кислота. 



Подкласс 1.2 оксидиредуктаз включает ферменты, действую-



щие на карбонильные (альдегидные или кето-группы) группы доно-



ров. Эти ферменты окисляют альдегиды и кетоны до карбоновых 



кислот. 



Пример: 



глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (D-глицеральдегид-3-



фосфат: NAD-оксидоредуктаза (фосфорилирующая), КФ 1.2.1.12) ка-



тализирует одну из промежуточных реакций гликолитического рас-



пада глюкозы: 



. 
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Важно отметить, что продукт этой реакции содержит богатую 



энергией фосфатную связь в 1-ом положении. Остаток фосфорной 



кислоты, образующий эту связь, может быть легко перенесен от 1,3-



дифо-сфоглицерата на ADP с образованием ATP. 



Ферменты подкласса 1.3 действуют на –СН2–СН2– связи суб-



стратов-доноров. 



В результате катализируемых этими ферментами реакций 



насыщенные связи –СН2–СН2– превращаются в связи ненасыщенные 



–СН=СН–, т. е. происходит превращение насыщенных соединений в 



соединения с двойными связями. 



Пример: 



фермент цикла трикарбоновых кислот сукцинатдегидрогеназа 



(сукцинат: акцептор-оксидоредуктаза, КФ 1.3.99.1) ускоряет окисле-



ние янтарной кислоты в ненасыщенную фумаровую кислоту: 



. 



Подкласс 1.4 включает оксидоредуктазы, действующие на –



CH–NH2–группировки доноров. Эти ферменты катализируют окисли-



тельное дезаминирование аминокислот и биогенных аминов с высво-



бождением аммиака (NH4
+
). Амины при этом превращаются в альде-



гиды или кетоны, аминокислоты – в кетокислоты. 



Пример: 



глутаматдегидрогеназа (L-глутамат: NAD(P)-



оксидоредуктаза (дезаминирующая), КФ 1.4.1.3) принимает участие в 



окислительном дезаминировании глутаминовой кислоты: 



. 



Подкласс 1.8 объединяет оксидоредуктазы, действующие на 



серосодержащие группы субстратов-доноров. Данные ферменты ка-



тализируют окисление тиоловых (сульфгидрильных) групп до ди-



сульфидных, а сульфитов – до сульфатов. 
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Пример: 



дигидролипоилдегидрогеназа (КФ 1.8.1.4), катализирующая 



одну из промежуточных реакций окислительного декарбоксилирова-



ния пирувата: 



. 



Подкласс 1.9 объединяет электрон-транспортные белки – ци-



тохромы, являющиеся переносчиками электронов в процессах внут-



риклеточного дыхания, окислительного фосфорилирования, фото-



синтеза, ферментативного гидроксилирования и других важных био-



логических окислительно-восстановительных реакциях. Эти фермен-



ты относятся к гемопротеидам, содержащим в качестве простетиче-



ской группы гемовую группировку. Как правило, цитохромы обра-



зуют так называемые цепи, по которым электроны последовательно 



переносятся от донора к конечному акцептору. При этом обратимо 



изменяется степень окисления простетической группы [Fe(II) ↔ 



Fe(III)]. 



Подкласс 1.11 включает ферменты, катализирующие реакции 



разложения пероксида водорода с участием восстанавливающих 



агентов (аскорбатов, хинонов, цитохрома С, глутатиона). Общее 



уравнение реакции: 



Н2О2 + SН2 → 2Н2О + Sокисл. 



Пример: 



глутатионпероксидаза (глутатион: Н2О2-оксидоредуктаза. КФ 



1.11.1.9) катализирует реакцию разложения перекиси водорода с уча-



стием восстановительного агента – сульфгидрильной формы глута-



тиона. Фермент участвует в инактивации пероксида водорода в эрит-



роцитах, клетках печени, играет важную защитную роль в мозговой 



ткани, содержащей невысокие количества каталазы: 
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. 



каталаза (перекись водорода: Н2О2-оксидоредуктаза. КФ 



1.11.1.6) катализирует реакцию разложения перекиси водорода без 



участия восстановительного агента: 



2Н2О2 → 2Н2О + О2. 



Ферменты подкласса 1.13, включающие в окисляемый суб-



страт (донор электронов) молекулярный кислород, имеют общее 



название оксигеназ. Ферменты данного подкласса присутствуют во 



всех типах клеток. Они участвуют в гидроксилировании многих эн-



догенных соединений, в частности, аминокислот, фенолов, стеринов 



и  др. 



Наиболее важными представителями подкласса 1.13 являются 



оксигеназы, составляющие подподкласс 1.13.11 – диоксигеназы. 



Данные ферменты катализируют превращения, в ходе которых 



оба атома молекулы О2 включаются в состав окисляемого субстрата. 



Например, в процессе катаболизма фенилаланина и тирозина проис-



ходит образование гомогентизата, который с участием гомогентизат-



1,2-диоксигеназы (КФ 1.13.11.5) окисляется до 4-



малеилацетоацетата. 



. 



Подкласс 1.14 объединяет главным образом фермент моноок-



сигеназы (гидроксилазы), обладающие способностью внедрять один 



атом молекулярного кислорода в окисляемый субстрат. 



 



К подподклассу 1.14.14 относятся множественные формы ци-



тохрома Р450 (КФ 1.14.14.1) микросом печени и митохондрий коры 



надпочечников, которые катализируют реакции гидроксилирования, 



N-, S-, и О-деалкилирования, N-, S-окисления ксенобиотиков, а также 



принимают участие в ключевых реакциях стероидогенеза. 
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Микросомальная гидроксилирующая система печени метабо-



лизирует множество лекарств, канцерогенов, анестетиков и других 



ксенобиотиков. Эти реакции нацелены на превращение липофиль-



ных, неполярных соединений в гидрофильные, полярные, которые 



затем легко выводятся из организма. В реакциях обезвреживания 



множества инородных соединений, протекающих в эндоплазматиче-



ском ретикулуме клеток печени с участием цитохрома Р-450, в каче-



стве восстановителя используется NADPH. 



К подподклассу 1.14.16 относят ферменты, катализирующие 



окисление органических соединений молекулярным кислородом. В 



результате реакции происходит включение одного из атомов кисло-



рода в молекулы этих субстратов. При этом второй атом кислорода 



включается в молекулу воды. Так, реакция превращения фенилала-



нина в тирозин катализируется фенилаланин-4-монооксигеназой (КФ 



1.14.16.1): 



. 



Данный фермент, называемый также оксидазой со смешанной 



функцией, в качестве восстановителя в реакции гидроксилирования 



фенилаланина использует переносчик электронов, называемый тет-



рагидробиоптерином. Это соединение, выступающее в качестве ко-



фактора фенилаланингидроксилазы в целом представляет собой со-



единение, родственное фолиевой кислоте и служит кофактором не-



скольких других гидроксилаз. 



Класс 2. Трансферазы. Ферменты этого класса катализируют 



перенос различных групп от молекулы донора к молекуле акцептору: 



S-R + S′ → S′-R + S. 



Подразделение трансфераз на подклассы зависит от природы 



переносимых группировок: 



К подклассу 2.1 относятся ферменты, ускоряющие перенос 



одноуглеродных фрагментов – метильных (–CH3), метиленовых (–
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СН2–), метенильных (–СН=), формильных (–СОН) и других родствен-



ных им групп. 



Пример: 



гуанидинацетат-метилтрансфераза (S-аденозилметионин-



гуанидинацетат-метилтрансфераза, КФ 2.1.1.2) катализирует образо-



вание биологически активного важного соединения креатина: 



. 



Ферменты подкласса 2.2 переносят альдегидные и кетонные 



группы. К этому подклассу ферментов относятся: транскетолаза 



(КФ 2.2.1.1) и трансальдолаза (КФ 2.2.1.2). Данные ферменты в 



неокислительной фазе пентозофосфатного пути катализируют пере-



нос двух- и трехуглеродных фрагментов соответственно, используя в 



качестве донора углеродных фрагментов кетозу, в качестве акцептора 



– альдозу. Указанные реакции протекают в два этапа: сначала проис-



ходит отщепление углеродного фрагмента от молекулы-донора, а за-



тем – перенос этого фрагмента на молекулу, выполняющую роль ак-



цептора. 



Подкласс 2.3 включает ферменты, называемые ацилтрансфе-



разами, которые переносят остатки карбоновых кислот. Ферменты 



данного подкласса катализируют реакции трансацетилирования – 



перенос остатков различных кислот (уксусной, пальмитиновой и др.) 



преимущественно от тиоэфиров коэнзима А на различные акцепторы. 



Пример: 



холинацетилтрансфераза (ацетил-КоА: холин-О-



ацетилтрансфераза, КФ 2.3.1.6) катализирует образование нейроме-



диатора ацетилхолина: 



. 
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Ферменты подкласса 2.4 – гликозилтрансферазы катализи-



руют перенос гликозильных остатков от фосфорных эфиров сахаров 



на молекулы моносахаридов, полисахаридов и других соединений. 



Если гликозильный остаток переносится на молекулу фосфорной 



кислоты, процесс называется фосфоролизом, а ферменты, катализи-



рующие такую реакцию, называют фосфорилазами. Эти ферменты, в 



частности, играют ведущую роль в синтезе гликогена и крахмала, и 



принимают участие на начальных этапах мобилизации этих полиса-



харидов. 



Пример: 



мальтозофосфорилаза катализирует реакцию фосфоролиза 



(расщепления) мальтозы: 



мальтоза + Н3РО4 → глюкозо-1-фосфат + глюкоза. 



Подкласс 2.6 включает ферменты, участвующие в переносе 



азотсодержащих групп. Реакции трансаминирования аминокислот, 



катализируемые ферментами этого подкласса протекают с участием 



трансаминаз, называемых также аминотрансферазами. Эти реакции 



являются общими реакциями как для катаболических, так и анаболи-



ческих путей промежуточного обмена аминокислот. Принцип реак-



ций трансаминирования состоит в переносе аминогруппы от α-



аминокислоты (без промежуточного образования свободного аммиа-



ка) на α-кетокислоту с образованием новой α-кето- и новой α-



аминокислоты. Одним из наиболее важных ферментов переаминиро-



вания является аланинаминотрансфераза (L-аланин: 2-оксоглутарат-



аминотрансфераза, КФ 2.6.1.2), катализирующая реакцию: 



. 



Ферменты подкласса 2.7 – фосфотрансферазы переносят 



фосфатные группы. Эта группа ферментов катализирует биохимиче-



ские процессы, связанные с переносом остатков фосфорной кислоты 



на различные субстраты.  При этом происходит превращение ряда 



веществ в органические фосфоэфиры, обладающие высокой химиче-



ской активностью и легко вступающие в последующие реакции. 
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Фосфотрансферазы, использующие в качестве донора фосфата АТР, 



принято называть киназами. 



Пример: 



гексокиназа (ATР: D-гексозо-6-фосфотрансфераза, КФ 2.7.1.1.) 



катализирует перенос фосфатной группы с АТР на моносахариды: 



 



. 



фосфоглицераткиназа (АТР: D-3-фосфоглицерат-1-



фосфотрансфераза, КФ 2.7.2.3) осуществляет превращение 1,3-



дифосфоглицерата в 3-фосфоглицерат: 



. 



В этой реакции происходит обратный перенос фосфатной 



группы с субстрата на АDP с образованием АТP. Подобные реакции 



фосфорилирования АDP с образованием АТP, сопряженные с пре-



вращением субстрата (а не с переносом электронов в дыхательной 



цепи), получили название реакций субстратного фосфорилирования. 



Роль этих реакций в клетке значительно возрастает при недостатке 



кислорода в тканях. 



Протеинкиназы катализируют реакции переноса остатка фос-



форной кислоты на белки, после чего резко изменяется их биологи-



ческая активность, что влияет на регуляцию метаболизма. 



Класс 3. Гидролазы. Ферменты этого класса катализируют 



реакции расщепления связей в различных соединениях с участием 



воды: 



А-В + H2O → А-H + В-OH. 



Гидролазы делятся на подклассы в зависимости от природы 



гидролизуемой связи. Наиболее важные гидролазы принадлежат сле-



дующим подклассам. 
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Подкласс 3.1 представлен эстеразами, которые катализируют 



реакции гидролиза сложноэфирных связей. Деление на подподклассы 



зависит от природы сложноэфирной связи и класса субстрата. 



К подподклассу 3.1.1 относятся эстеразы, гидролизующие 



сложные эфиры, образованные спиртами и карбоновыми кислотами. 



К ним относятся липазы, катализирующие реакции гидролиза жиров. 



Пример: 



триацилглицероллипаза (гидролаза эфиров глицерола, КФ 



3.1.1.3) катализирует реакцию гидролиза сложноэфирных связей в 



молекуле триацилглицерола: 



. 



Фосфатазы, относящиеся к подподклассу 3.1.3, катализи-



руют гидролиз моноэфиров фосфорной кислоты. 



Пример: 



глюкозо-6-фосфатаза катализирует реакцию отщепления 



остатка фосфорной кислоты от глюкозо-6-фосфата: 



глюкозо-6-фосфат ↔ глюкоза + Н3РО4. 



Фосфодиэстеразы (подподкласс 3.1.4) катализируют реакции 



гидролиза диэфиров фосфорной кислоты. 



Пример: 



3',5'-циклонуклеотид-фосфодиэстераза осуществляет гидро-



лиз сАМР и сGMP. 



Ферменты подкласса 3.2 – гликозидазы, катализируют реакции 



гидролиза гликозидных связей. К данному подклассу гидролаз отно-



сятся ферменты, гидролизующие О-гликозидные связи в молекулах 



поли- и олигосахаридов, а также других соединений, содержащих мо-



носахаридные остатки (например, гликозидов). 



Характерным представителем является сахараза (β-D-



фруктофуранозид-фруктогидролаза, КФ 3.2.1.26), катализирующая 



расщепление сахарозы: 
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. 



Подкласс 3.4. гидролаз объединяет ферменты пептидазы, дей-



ствующие на пептидные связи в белках, полипептидах и олигопепти-



дах. По месту атаки пептидной связи в молекуле субстрата пептидазы 



делятся на эндопептидазы и экзопептидазы. 



Экзопептидазы гидролизуют пептидные связи, образованные 



аминокислотами на N- или С-концах полипептидной цепи: 



 аминопептидазы (N-концевые экзопептидазы) 



осуществляют гидролитическое отщепление аминокислот с 



NH2-конца полипептидной цепи; 



 карбоксипептидазы (С-концевые экзопептида-



зы) осуществляет гидролитическое отщепление аминокислот с 



СООН-конца полипептидной цепи; 



 дипептидазы катализируют гидролиз дипепти-



дов. 



Эндопептидазы (протеиназы) расщепляют пептидные связи 



между определенными аминокислотными остатками внутри пептид-



ной цепи. 



Сериновые протеиназы – эндопептидазы, содержащие в ак-



тивном центре остаток серина, обладающего повышенной реакцион-



ной способностью. 



Пример: 



 химотрипсин действует избирательно на пеп-



тидные связи, образованные карбоксильными группами арома-



тических кислот и аминокислот с гидрофобными радикалами 



большого размера, например метионина; 



 трипсин катализирует преимущественное гид-



ролитическое расщепление пептидов по карбоксильным груп-



пам аргинина и лизина. 



Аспартатные протеиназы – эндопептидазы, содержащие в 



активном центре остаток аспарагиновой кислоты. 



Пример: 
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пепсин преимущественно расщепляет пептидные связи, обра-



зованные аминогруппами ароматических аминокислот – тирозина, 



фенилаланина и триптофана, а также связи Ala-Ala и Ala-Ser. 



Ферменты подкласса 3.5 – амидазы, гидролизуют амиды ор-



ганических кислот. 



Глутамин, являющийся амидом глутаминовой кислоты, пред-



ставляет собой одну из 20 протеиногенных аминокислот, необходи-



мых для синтеза белка. Кроме того, в почках глутамин является ос-



новным источником экскретируемого аммиака. Таким образом, ам-



миак переносится в кровь в виде нетоксичного, неионизованного 



амида, который играет важную роль в регуляции рН мочи за счет 



нейтрализации кислых продуктов обмена аммиаком, высвобождае-



мым при простом гидролизе амидной группы под действием почеч-



ной глутаминазы (L-глутамил-амидогидролаза, КФ 3.5.1.2). 



. 



Класс 4. Лиазы. Ферменты данного класса катализируют не-



гидролитическое расщепление субстрата с образованием кратной 



связи или цикла, а также обратные реакции – присоединение по 



кратным связям или реакции раскрытия цикла, не требующие гидро-



лиза АТР: 



А—В → А + В. 



Эти ферменты используют в качестве кофакторов тиаминпи-



рофосфат (витамин В1) и пири-доксальфосфат (витамин В6). 



Лиазы подразделяют на подклассы в зависимости от типа 



расщепляемой связи: 



Лиазы подкласса 4.1 относящиеся к углерод-углерод лиазам, 



катализируют расщепление связи С–С. 



Подподкласс 4.1.1 включает карбокси-лиазы (декарбоксила-



зы), катализирущие реакции декарбоксилирования α-кетокислот и 



аминокислот с отщепление СО2. 



Пример: 
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пируватдекарбоксилаза в процессе анаэробного гликолиза де-



карбоксилирует пировиноградную кислоту с образованием ацеталь-



дегида и СО2: 



CH3COCOOH → CH3CHO + CO2. 



Реакция протекает с участием тиаминпирофосфата в качестве 



кофермента. 



Альдегид-лиазы (альдолазы), относящиеся к подподклас-



су 4.1.2, катализируют альдольную конденсацию и обратную ей ре-



акцию. 



Пример: 



фруктозодифосфатальдолаза (фруктозо-1,6-дифосфат-D-



глицеральдегид-3-фосфат-лиаза, КФ 4.1.2.13) катализирует реакцию: 



. 



Подкласс 4.2 составляют углерод-кислород-лиазы, катализи-



рующие разрыв связей между атомами углерода и кислорода. 



В этот подкласс входят: 



 4.2.1 гидролиазы (гидратазы, дегидратазы) 



участвующие в реакциях дегидратации и гидратации. Приме-



ром может служить сериндегидратаза (L-серингидролиаза 



(дезаминирующая), КФ 4.2.1.3), катализирующая реакцию: 



. 



Иногда за основу рабочего названия может быть принята об-



ратная реакция с применением термина «гидратаза». Так, для фер-



мента цикла трикарбоновых кислот L-малатгидролиазы (КФ 4.2.1.2) 



рекомендовано название фумаратгидратаза: 











23 



 



. 



Подкласс 4.3 объединяет углерод-азот лиазы, катализирую-



щие расщепление или образование связей С–N. 



Подкласс представлен в основном аммиак-лиазами – фермен-



тами, обеспечивающими дезаминирование аминокислот 



с отщеплением аммиака, что приводит к образованию ненасыщенных 



углерод-содержащих соединений. 



Углерод-сера лиазы, составляющие подкласс 4.4, катализиру-



ют расщепление или образование связей С–S. Большинство данных 



ферментов в качестве кофермента используют пиридоксальфосфат. 



Углерод-сера лиазы играют существенную роль в метаболизме серо-



содержащих аминокислот. 



Класс 5. Изомеразы. Изомеразы катализируют реакции изо-



меризации – геометрические, или структурные, изменения в пределах 



одной молекулы. 



Деление на подклассы зависит от типа катализируемой реак-



ции изомеризации. 



Подкласс 5.1 представлен рацемазами и эпимеразами, кото-



рые катализируют взаимопревращения изомеров, содержащих асим-



метрические атомы углерода. Рацемазами называются ферменты, 



действующие на субстраты с одним асимметрическим атомом угле-



рода, например, превращающие L-аминокислоты в D-аминокислоты. 



Одним из таких ферментов является aлaнинрацемаза (аланин-



рацемаза. КФ 5.1.1.1), катализирующая реакцию: 



. 



Эпимеразами называются ферменты, действующие на суб-



страты с несколькими асимметрическими атомами углерода. К таким 



ферментам относится NAD
+
-зависимая галактозо-4-эпимераза, (УДФ-



галактозо-4-эпимераза, КФ 5.1.3.2), превращающая аксиальную гид-



роксильную группу у С-4 атома углерода галактозы в экваториаль-
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ную гидроксильную группу глюкозы в процессе эпимеризации этих 



двух сахаров: 



. 



Подкласс 5.2 включает цис-транс-изомеразы – ферменты, вы-



зывающие изменение геометрической конфигурации относительно 



двойной связи. Примером такого фермента является малеилацето-



ацетатизомераза (малеилацетоацетат-цис-транс-изомераза, 



КФ 5.2.1.2), превращающая малеилацетоацетат в фумарилацетоаце-



тат: 



. 



Подкласс 5.3 объединяет специфические изомеразы, часто 



называемые внутримолекулярными оксидоредуктазами, которые ка-



тализируют взаимопревращения альдоз и кетоз. При этом происходит 



окисление СН–ОН–группы с одновременным восстановлением со-



седней С=О-группы. Так, например, триозофосфатизомераза (D-



глицеральдегид-3-фосфат-кетол-изомераза, КФ 5.3.1.1) катализирует 



одну из важнейших реакций изомеризации в ходе гликолитического 



распада глюкозы: 



. 



К изомеразам относятся также внутримолекулярные трансфе-



разы, осуществляющие перенос одной группы с одной части молеку-



лы субстрата на другую часть той же молекулы (мутазы), и внутри-



молекулярные лиазы, катализирующие реакции дециклизации, а так-



же реакции превращения одного типа кольца в другой. 



Класс 6. Лигазы. Лигазы катализируют образование органи-



ческих соединений из активированных нуклеозидтрифосфатами 
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(АТР, GTP, UTP, или CTP) исходных веществ. Для ферментов этого 



класса сохраняется также тривиальное название синтетазы. Общая 



схема реакции: 



А + В + АТР → А—В + АDP + Н3РО4. 



Разделение лигаз на подклассы связано с типом образуемой 



связи. 



Ферменты подкласса 6.1 образуют связи углерод-кислород 



(С–О). К ним относится группа ферментов, известных как аминоа-



цил-тРНК-лигазы (аминоацил-тРНК-синтетазы), которые катали-



зируют реакции связывания аминокислот с соответствующими 



транспортными РНК. В этих реакциях образуются активированные 



формы аминокислот, способные участвовать в процессе синтеза бел-



ка на рибосомах. Примером таких ферментов может служить тиро-



зил-тРНК-синтетаза (L-тирозин: тРНК-лигаза (АМР), КФ 6.1.1.1), 



участвующая в реакции активирования тирозина: 



. 



Лигазы подкласса 6.2 образуют связи углерод-сера (С–S). 



Этот подкласс представлен в первую очередь ферментами, катализи-



рующими образование тиоэфиров жирных кислот с коэнзимом А. 



При их участии синтезируются различные ацил-СоА – активирован-



ные формы жирных кислот, способные вступать в различные реакции 



биосинтеза и распада. Например, ацил-СоА-синтетаза (карбоновая 



кислота: коэнзим А-лигаза (АМР), КФ 6.2.1.2) активирует пальмити-



новую кислоту в следующей реакции: 



. 



Лигазы подкласса 6.3 образуют связи углерод-азот (С–N). 



Ферменты катализируют многочисленные реакции введения азотсо-



держащих групп в органические соединения. Примером может слу-
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жить глутаминсинтетаза (L-глутамин: аммиак-γ-лигаза (АDP), 



КФ 6.3.1.2), участвующая в обезвреживании токсичного продукта 



обмена, – аммиака в реакции с глутаминовой кислотой: 



. 



Лигазы подкласса 6.4 образуют связи углерод-углерод (С–С). 



Из этих ферментов наиболее изучены карбоксилазы, обеспечиваю-



щие карбоксилирование ряда соединений, в результате чего происхо-



дит удлинение углеродных цепей. Важнейшим представителем дан-



ного подкласса является пируваткарбоксилаза (пируват: СО2-лигаза 



(АDP), КФ 6.4.1.1), ускоряющая реакцию образования оксалоацетата 



– ключевого соединения цикла трикарбоновых кислот и биосинтеза 



углеводов: 



. 



Коферменты 
Подобно другим функциональным белкам, ферменты делятся 



на простые (однокомпонентные) и сложные (двухкомпонентные). 



Простые ферменты – это белки, построенные из аминокислот, и при 



гидролизе распадаются только на аминокислоты. К их числу отно-



сятся, например, гидролитические ферменты (пепсин, трипсин, уре-



аза). Сложные ферменты – это по сути сложные белки, содержащие, 



кроме полипептидной цепи, небелковый компонент. При их гидроли-



зе образуются не только свободные аминокислоты, но и небелковый 



фрагмент или продукты его распада. 



Белковая часть сложного фермента получила название апо-



фермента, небелковая часть – кофактора. Кофакторы могут иметь 



разную химическую природу и отличаться по прочности связи с апо-



ферментом. Если кофактор прочно связан с апоферментом ковалент-



ной связью, он называется простетической группой (FAD, FMN, 



биотин, пиридоксаль-5'-фосфат липоевая кислота). Простетическая 
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группа обычно остается в составе фермента на всех стадиях катали-



тической реакции. Кофактор, который легко отделяется от апофер-



мента и способен к самостоятельному существованию, называется 



коферментом. Апофермент удерживает кофермент нековалентными 



связями – водородными, электростатическими и др. Обычно кофер-



мент связывается с апоферментом только во время катализа, после 



окончания реакции он покидает активный центр. Такими легко дис-



социирующими коферментами являются коферменты-переносчики, 



действие которых связано с переходом от одной молекулы фермента 



к другой. Некоторые коферменты, например NAD, в зависимости от 



каталитических реакций, в которых они участвуют, могут функцио-



нировать как простетическая группа или покидать активный центр 



фермента. Кофермент вместе с апоферментом образуют холофер-



мент: 



Кофермент + Апофермент ↔ Холофермент. 



Следует отметить одну отличительную особенность сложных 



ферментов, заключающуюся в том, что ни кофактор (в том числе ко-



фермент), ни сам по себе апофермент каталитической активностью 



не обладают и только их объединение в единое целое обеспечивает 



быстрое протекание химической реакции. 



Свойства и функции коферментов 



Коферменты относятся к сложным органическим веществам, 



их молекулы значительно меньше по размеру, чем молекулы фермен-



тов. Коферменты могут проникать через биологические мембраны, 



нагревание обычно не вызывает изменения их структуры. 



Кофермент, локализуясь в каталитическом участке активного 



центра фермента, принимает непосредственное участие в химической 



реакции, выступая в качестве акцептора и донора химических груп-



пировок, атомов, электронов. В ходе реакции кофермент претерпева-



ет химические превращения, в точности противоположные тем, кото-



рые происходят в субстрате. 



Например, в окислительно-восстановительных реакциях моле-



кула субстрата окисляется, а молекула кофермента восстанавливает-



ся. При последующих сопряженных реакциях изменения в кофермен-



те протекают в обратном направлении и он воспроизводится в перво-



начальной форме. 
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. 



Таким образом, кофермент является одним из субстратов фер-



ментативной реакции, т. е. выступает как косубстрат. По происхож-



дению и химическому строению коферменты можно подразделить на 



следующие группы: 



 



 производные витаминов (Е, К, Q, С, Н, В1, В2, В6, 



В12 и др); 



 соединения нуклеотидной природы (NAD, 



NADP, АТP, CоА, FAD,FMN); 



 гемы (простетические группы цитохромов, пе-



роксидаз); 



 убихинон, или коэнзим Q (перенос электронов и 



протонов в дыхательной цепи электронов); 



 липоевая кислота; 



 фосфоаденозилфосфосульфат (участвует в пере-



носе сульфата); 



 s-аденозилметионин (SАМ) – донор метильной 



группы); 



 глутатион (трипептид γ–глутамил-цистеинил-



глицин участвует в окислительно-восстановительных реакци-



ях). 



Небелковая часть сложного фермента может быть представле-



на также ионами металлов (Mg
2+



, K
+
, Mn



2+
, Ca



2+
, Zn



2+
, Cu



2+
 и др.). 



Ферменты, содержащие в своем составе ионы металлов, называются 



металлоферментами. Например, α-амилаза включает ионы Са
2+



, ко-



торые участвуют в стабилизации пространственной структуры фер-



мента. Удаление этих ионов приводит к потере активности фермента. 



Для некоторых ферментов субстратом служит комплекс превращае-



мого вещества с ионом металла. Например, для большинства киназ в 



качестве одного из субстратов выступает не молекула АТP, а ком-



плекс Mg
2+



 и АТP. В этом случае ион Mg
2+



 не взаимодействует непо-
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средственно с ферментом, а участвует в стабилизации молекулы АТP 



и нейтрализации отрицательного заряда субстрата, что облегчает его 



присоединение к активному центру фермента. 



Специфичность ферментов 
Способность фермента катализировать определенный тип ре-



акции называют специфичностью. Структура активного центра фер-



мента комплементарна структуре его субстрата. Поэтому фермент из 



всех имеющихся в клетке веществ выбирает и присоединяет только 



свой субстрат. Для ферментов характерна специфичность не только 



по отношению к субстрату, но и в отношении пути его превращения. 



 



У ферментов различают абсолютную, относительную (группо-



вую) и стереохимическую специфичность. 



Абсолютная специфичность – избирательная способность 



фермента катализировать только единственное из возможных пре-



вращений одного субстрата. Это можно объяснить конформационной 



и электростатической комплементарностью молекул субстрата и 



фермента. 



Например, фермент аргиназа катализирует только гидролиз 



аминокислоты аргинина, фермент уреаза – только расщепление мо-



чевины и не действуют на другие субстраты. 



Относительная специфичность (группоспецифичность) – 



избирательная способность фермента катализировать однотипные 



превращения сходных по строению субстратов. Такие ферменты ока-



зывают воздействие на одинаковые функциональные группы или на 



один и тот же тип связей в молекулах субстратов. Так, например, 



разные гидролитические ферменты действуют на определенный тип 



связей: амилаза – на гликозидные связи; пепсин и трипсин – на пеп-



тидные связи; липаза и фосфолипаза – на сложноэфирные связи. 



Действие этих ферментов распространяется на большое число суб-



стратов, что позволяет организму обойтись малым количеством пи-



щеварительных ферментов. 



Стереохимическая (оптическая) специфичность – избира-



тельная способность фермента катализировать превращение только 



одного из возможных пространственных изомеров субстрата. Так, 



большинство ферментов млекопитающих катализирует превращение 











30 



 



только L-изомеров аминокислот, но не D-изомеров. Ферменты, 



участвующие в обмене моносахаридов, наоборот, катализируют пре-



вращение только D-, но не L-фосфосахаров. Гликозидазы специфич-



ны не только к моносахаридному фрагменту, но и характеру глико-



зидной связи. Например, α-амилаза расщепляет α-1,4-гликозидные 



связи в молекуле крахмала, но не действует на α-1,2-гликозидные 



связи в молекуле сахарозы. 



Изоферменты 
Изоферменты (изозимы) – множественные формы ферментов, 



катализирующие одну и ту же реакцию, но отличающиеся друг от 



друга по аминокислотному составу, первичной структуре, электро-



форетической подвижности, локализации в клетке и органе, сродству 



к субстрату, кинетическим свойствам. Они выполняют одинаковые 



биологические функции, но с различной эффективностью могут при-



сутствовать в разных тканях одного организма, в разных типах кле-



ток одной ткани и даже в одной клетке прокариотического организ-



ма, например, в клетках E. coli. Изоферменты играют регуляторную 



роль в обмене веществ и позволяют метаболизму в разных тканях 



лучше приспосабливаться к действию внутренних и внешних факто-



ров. 



Примером фермента, у которого были обнаружены такие 



формы, может служить лактатдегидрогеназа, катализирующая обра-



тимое восстановление пирувата в лактат, в которой в роли восстано-



вителя выступает NADH. 



Лактатдегидрогеназа (ЛДГ) присутствует в тканях животных в 



виде пяти разных изоферментов, которые различаются на уровне чет-



вертичной структуры. Молекула ЛДГ состоит из четырех протомеров 



двух типов, Н (от англ. heart – сердце) и М (от англ. muscle – мышца), 



которые различаются по аминокислотному составу и последователь-



ности аминокислот. Каталитической активностью обладает только 



тетрамерная молекула. Пять изоферментов ЛДГ имеют следующий 



полипептидный состав: ЛДГ1 – (Н4); ЛДГ2 – (Н3М); ЛДГ3 – (Н2М2); 



ЛДГ4 – (НМ3); ЛДГ5 – (М4). Различные ткани человека имеют свои 



характерные изоферментные спектры. В сердечной мышце и почках 



наиболее высокой активностью обладают изоферменты ЛДГ1 и ЛДГ2. 
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В печени и скелетной мускулатуре максимальны ЛДГ5. В селезенке, 



поджелудочной железе, щитовидной железе, надпочечника – ЛДГ3. 



В тканях, в которых преобладает аэробный распад глюкозы, 



присутствуют обычно ЛДГ1 и ЛДГ2, для которых характерно низкое 



сродство к пирувату. Поэтому они не могут эффективно конкуриро-



вать за пировиноградную кислоту с пируватдегидрогеназным ком-



плексом. В результате пируват подвергается преимущественно окис-



лительному декарбоксилированию и образующийся в этой реакции 



ацетил-CоА «сгорает» в цикле трикарбоновых кислот. В тканях, где 



доминирует анаэробный гликолиз, присутствуют изоферменты с вы-



соким сродством к пирувату: ЛДГ4 и ЛДГ5. В них пируват расходует-



ся преимущественно в лактатдегидрогеназной реакции. 



Сравнительное действие ферментов и катализаторов 



неорганической природы 



Для сравнения скорости и эффективности катализа с участием 



специфических ферментов и катализаторов неорганической природы 



удобной моделью является процесс гидролитического расщепления 



крахмала под действием фермента слюны – амилазы или в присут-



ствии кипящей разбавленной соляной кислоты. Глубину гидролиза 



крахмала определяют с помощью раствора Люголя (характерная ре-



акция на присутствие остаточного количества полисахарида) и рас-



твора сульфата меди (характерная реакция на присутствие моносаха-



рида – глюкозы). 



Реакция на полисахариды с раствором Люголя. В основе вза-



имодействия полисахаридов с йодом лежат процессы комплексообра-



зования, адсорбции и др. Характер окрашивания зависит от строения 



полисахарида, в частности, от степени его ветвления. Развивающееся 



темно-синее окрашивание свидетельствует о присутствии крахмала, 



красно-бурое – гликогена или эритродекстрина. Заметим, что для 



идентификации двух последних соединений исследуемый раствор 



требуется прогреть: в растворе, содержащем гликоген, кроме окраши-



вания, наблюдается опалесценция, раствор, содержащий эритро-



декстрин, остается прозрачным. 



Реакция Троммера на моносахариды. В щелочной среде мо-



носахариды и дисахариды, имеющие свободную карбонильную 



группу или свободную гликозидную (полуацетальную) гидроксиль-
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ную группу, окисляются, одновременно восстанавливая металлы 



(медь, висмут, серебро). 



Реакция основана на том, что в результате взаимодействия 



NaOH с CuSO4 образуется гидроксид меди [II], имеющий синюю 



окраску. В присутствии восстанавливающих сахаров гидроксид меди 



[II] сначала переходит в гидроксид меди [I], который имеет желтую 



окраску, а затем в оксид меди [I] – Cu2O. При этом развивается крас-



ное окрашивание. 



Контрольные вопросы 



 



1. Что такое ферменты? В чем заключается их значение? 



Перечислите их свойства. 



2. Классификация ферментов. 



3. Коферменты, их роль в катализе реакций. 



4. Специфичность ферментов. 



5. Изоферменты. 



6. Сравнение эффективности катализа с участием фермен-



тов и катализаторов неорганической природы. Кислотный и фер-



ментативный гидролиз крахмала. 
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ХОД РАБОТЫ 



 



Цель 



работы: 



Изучение каталитической активности ферментов 



и сравнение эффективности действия катализа-



торов биологической и неорганической природы 



  



Задание  Сравнить гидролитическую активность амилазы 



слюны и раствора соляной кислоты в реакции 



деградации крахмала  



Определение эффективности катализа с участием фер-



ментов и катализаторов неорганической природы 



1. В три пробирки вносят по 5 мл 1%-го раствора крахма-



ла. 



2. В первую пробирку (№ 1) добавляют 1 мл дистиллиро-



ванной воды, во вторую (№ 2) – 1 мл 10%-го раствора HCl, а в тре-



тью (№ 3) – 1 мл препарата амилазы слюны (приготовление пре-



парата фермента указано ниже). 



3. Пробирку № 2 помещают в кипящую водяную баню, а 



пробирки № 1 и № 3 после перемешивания в термостат на 37 °С. 



4. После инкубирования в течение 20 минут все пробирки 



охлаждают и из каждой отбирают аликвоты для определения со-



держания крахмала по реакции с раствором Люголя, и глюкозы – 



по реакции Троммера. 



5. Делают заключение о степени гидролиза крахмала в 



каждой из пробирок. 



6. Сравнивают гидролитическую активность амилазы 



слюны и раствора соляной кислоты. 



Приготовление разбавленного раствора амилазы слюны 



1. Предварительно рот ополаскивают дистиллированной 



водой. 



2. Затем в рот набирают приблизительно 20–25 мл ди-



стиллированной воды и выдерживают ее в течение 5 минут. 



3. Далее раствор собирают и фильтруют. 



Проба на содержание крахмала (с раствором Люголя) 



1. На предметное стекло наносят по капле раствора из 



каждой пробирки.  
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2. Каждую из капель смешивают с каплей раствора Люго-



ля.  



3. По интенсивности окраски делают выводы о наличии и 



количестве крахмала в каждой из проб. 



 



Проба на наличие в среде глюкозы (проба Троммера) 



1. Для определения содержания глюкозы из каждой про-



бирки отбирают по 3 мл раствора. 



2. Добавляют по 1 мл 10%-го раствора NaOH и по 



5 капель 1%-го раствора CuSO4. 



3. Пробирки нагревают до появления окраски.  



4. Делают выводы о присутствии глюкозы в каждой из 



проб. 



Оформление работы 



К занятию: 



1. Кратко законспектировать теоретический материал по 



лабораторной работе. 



Во время занятия: 



2. Описать этапы работы. 



3. Описать результаты и занести их в таблицу:  



4. Сделать выводы. 



№ пробир-



ки 



Субстрат Катализатор После инкубации 



Проба с рас-



твором Люголя 



Проба 



Троммера 



1 Крахмал –   



2 Крахмал 
Соляная кис-



лота 



  



3 Крахмал 
Амилаза 



слюны 
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ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА № 5 



 



Тема: Количественный анализ каталитической активности 



ферментов. 



Анализ амилолитической активности амилазы слюны 



 



Цель 



работы: 



 



 ознакомление с принципами выражения каталитиче-



ской активности ферментов: единицы активности фер-



ментов; 



 определение каталитической активности амилазы; 



 изучение влияния физических и химических факто-



ров на активность ферментов. 



 



Оборудование и материалы: 



 пектрофотометр Solar PV 1251B; 



 кюветы стеклянные; 



 термостат; 



 плитка электрическая; 



 пробирки; 



 штативы для пробирок; 



 колбы на 100–250мл; 



 стакан на 300 мл; 



 автоматические микропипетки; 



 палочки стеклянные. 



 



Реактивы: 



 крахмал, 0,25%-ный раствор; 



 сахароза, 2%-ный раствор; 



 фосфатно-цитратные буфера: рН 4,0, рН 5,4, рН 6,8, 



рН 8,0; 



 фосфатный буфер, рН 6,8; 



 гидроксид натрия (NaOH), 10%-ный раствор; 



 сульфат меди (CuSO4), 1%-ный раствор; 



 раствор Люголя (1% раствор йода в 2,5%-ном растворе 



KJ); 



 вода дистиллированная. 
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ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 



 



Активный центр фермента 



 



Участок молекулы фермента, который предназначен для спе-



цифического связывания субстрата, называется активным центром. 



Активный центр – это уникальная комбинация аминокислотных 



остатков в молекуле фермента, обеспечивающая непосредственное 



его взаимодействие с молекулой субстрата и принимающая прямое 



участие в акте катализа. У сложных ферментов в состав активного 



центра входит также кофактор. В активном центре условно различа-



ют каталитический участок, непосредственно вступающий 



в химическое взаимодействие с субстратом, и участок связывания, 



который обеспечивает специфическое сродство к субстрату и форми-



рование его комплекса с ферментом. Несмотря на огромное разнооб-



разие структуры ферментов, их специфичности и механизма дей-



ствия, существует ряд общих закономерностей формирования актив-



ных центров: 



1. На активный центр приходится относительно 



малая часть объема фермента (5–10 аминокислотных остатков). 



Роль остальных аминокислот, составляющих основную массу 



фермента, состоит в том, чтобы обеспечить молекуле фермента 



правильную конформацию для оптимального протекания хими-



ческой реакции. 



2. Активный центр – это сложная трехмерная 



структура, в образовании которой принимают участие группы, 



принадлежащие разным частям линейной последовательности 



аминокислот. Радикалы аминокислот, образующих активный 



центр, оказываются вблизи друг от друга в результате формиро-



вания третичной структуры белка (рис. 5.1). Поэтому при воз-



действии физических и химических факторов, вызывающих де-



натурацию (нагревание, концентрированные кислоты и щело-



чи), утрачивается конформация активного центра и фермент те-



ряет свою активность. 
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Рис. 5.1. Аминокислотные остатки, образующие активный центр 



лизоцима (А), принимают участие во взаимодействии с 



субстратом. Схематическое представление первичной 



структуры лизоцима показывает, что активный центр фер-



мента построен из аминокислотных остатков, которые в 



полипептидной цепи расположены далеко друг от друга 



(В) 



3. Активный центр имеет форму узкого углубления 



или щели, в которую ограничен доступ воде, за исключением 



тех случаев, когда вода является одним из реагирующих ве-



ществ. В этом углублении присутствует несколько полярных 



аминокислотных остатков, необходимых для связывания суб-



страта и катализа. 



4. В составе активного центра можно условно вы-



делить две части: а) контактный или якорный участок, где про-



исходит связывание субстрата в нужной ориентации; б) катали-



тический участок, обеспечивающий протекание реакции. Чет-



кую грань между каталитическим и субстратным центром про-



вести можно не всегда – у некоторых ферментов они совпадают 



или перекрываются (рис. 5.2). 
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Рис. 5.2. Структура активного центра химотрипсина. 



Показаны принципиально важные для катализа остат-



ки Ser195 и His 57 



5. Размеры ферментов намного превышают разме-



ры их низкомолекулярных субстратов. 



6. Субстраты относительно слабо связываются с 



ферментами. 



В связывании и превращении субстрата принимают участие 



следующие группировки аминокислотных радикалов: 



 полярные заряженные: карбоксильные группы 



глутамата и аспартата, аминогруппы лизина; гуанидиновые 



группы аргинина; имидазольные группы гистидина; 



 полярные незаряженные: гидроксильные группы 



серина и треонина; сульфгидрильные группы цистеина; фе-



нольные группы тирозина; 



 неполярные группы: углеводородные цепи али-



фатических аминокислот; ароматические кольца фенилалани-



на и триптофана. 



У сложных ферментов в формировании активных центров 



принимают участие также функциональные группы коферментов. 



В образовании фермент-субстратных комплексов принимают 



участие такие же взаимодействия, как и те, что обеспечивают форми-



рование пространственной структуры макромолекул, межклеточных 



контактов и других процессов в биологических системах: 
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 водородные связи между полярными незаряжен-



ными группировками субстрата и фермента; 



 ионные связи между противоположно заряжен-



ными группировками субстрата и фермента; 



 гидрофобные взаимодействия между неполяр-



ными группировками субстрата и фермента. 



Эти три основных типа нековалентных взаимодействий разли-



чаются по своей геометрии, энергии, специфичности. 



 



Молекулярные механизмы ферментативного катализа 



 



При ферментативных превращениях происходит множество 



взаимосвязанных процессов и явлений на пути превращения субстра-



та в продукт биохимической реакции. Механизмы ферментативного 



катализа определяются природой субстрата и функциональных групп 



активного центра фермента. 



Большую роль в развитии представлений о механизме дей-



ствия ферментов сыграли классические работы Михаэлиса и Ментен, 



развивших положение о фермент-субстратных комплексах. Согласно 



этому положению, весь процесс ферментативного катализа описыва-



ется простым уравнением: 



 



1          2             3         4 



E  +  S  ↔  ES  ↔  ES*  ↔  EP  →  E  +  P. 



 



где: Е – фермент; S – субстрат; S* – активированный субстрат; 



Р – продукт реакции. 



 



Процесс ферментативного катализа можно условно разделить 



на четыре стадии, каждая из которых имеет свои особенности: 



1. Диффузия субстрата к ферменту и его стерическое связыва-



ние в активном центре (образование нестойкого фермент-



субстратного комплекса ЕS). В субстратном центре с помощью сла-



бых взаимодействий связывается та часть молекулы субстрата, кото-



рая не подвергается химическим превращениям. Данная стадия, 



обычно непродолжительная по времени, зависит от концентрации 
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субстрата в среде и скорости его диффузии к активному центру фер-



мента. 



2. Изменение субстрата под действием фермента, делающее 



его доступным для химической реакции. На данной, наиболее мед-



ленной по времени стадии, происходит активация субстрата за счет:  



 поляризации химических связей в молекуле суб-



страта и перераспределения электронной плотности; 



 деформации связей, вовлекаемых в реакцию; 



 сближения и необходимой взаимной ориентации 



молекул субстрата. 



Молекула субстрата фиксируется в активном центре фермента 



в напряженной конфигурации в деформированном состоянии, что 



приводит к ослаблению прочности химических связей и снижению 



уровня энергетического барьера. Другими словами происходит обра-



зование активированного фермент-субстратного комплекса (ES*). 



Эта вторая стадия лимитирует скорость всего катализа. 



3. Химическая реакция, в ходе которой происходит превраще-



ние субстрата в продукт за счет разрыва и замыкания ковалентных 



связей. 



4. Фермент переходит в исходное состояние с отделением 



продуктов реакции. Данная непродолжительная стадия определяется 



скоростью диффузии продуктов в окружающую среду. 



В образовании фермент-субстратного комплекса у сложных 



ферментов принимают участие апофермент и кофермент. При этом 



субстратный центр располагается обычно на апоферменте, а кофер-



мент принимает участие непосредственно в акте химического пре-



вращения субстрата. На последней стадии реакции апофермент и ко-



фермент выделяются в неизменном виде. 



 



 



Для образования фермент-субстратного комплекса (ES) необ-



ходимо соблюдение трех условий, которые и определяют высокую 



специфичность действия фермента: 



1. Структурное соответствие между субстратом и активным 



центром фермента. Это подобие обеспечивается на уровне третичной 











42 



 



структуры фермента, т. е. пространственного расположения функци-



ональных групп активного центра. 



2. Электростатическое соответствие активного центра 



фермента и субстрата, которое обусловлено взаимодействием проти-



воположно заряженных групп. 



3. Подвижность третичной структуры фермента – «инду-



цированное соответствие». Согласно теории вынужденного, или 



индуцированного, соответствия, каталитически активная конфигура-



ция молекулы фермента может возникать лишь в момент присоеди-



нения субстрата в результате его деформирующего воздействия по 



принципу «рука-перчатка». 



 



Термодинамика ферментативной реакции 
Ферменты с термодинамической точки зрения ускоряют хи-



мические реакции за счет снижения энергии активации. Энергией ак-



тивации называется энергия, необходимая для перевода всех молекул 



моля вещества в активированное (переходное) состояние при данной 



температуре. Фермент снижает энергию активации путем увеличения 



числа активированных молекул, которые становятся реакционноспо-



собными на более низком энергетическом уровне (рис. 5.3). 



 



 
 











43 



 



Рис. 



5.3. 



Энергетические барьеры катализируемой и некатализи-



руемой реакций. Следует отметить, что как катализиру-



емая ферментом, так и некатализируемая реакция неза-



висимо от ее пути имеет одинаковую величину стан-



дартного изменения свободной энергии. Действуя на 



скорость реакции, ферменты не изменяют равновесия 



между прямой и обратной реакциями, как и не влияют 



на величину свободной энергии реакции; они лишь 



ускоряют наступление равновесия химической реакции. 



Еа – энергия активации 



 



Фермент, соединяясь с субстратом, образует короткоживущий 



фермент-субстратный комплекс, которому соответствует более низ-



кая энергия активация по сравнению с субстратом в некатализируе-



мой реакции. По завершении реакции фермент-субстратный ком-



плекс распадается на продукт (или продукты) и свободный фермент. 



 



Механизм сближения и ориентации 



Фермент способен связывать молекулу субстрата таким обра-



зом, что атакуемая им связь оказывается не только расположенной в 



непосредственной близости от каталитической группы, но и пра-



вильно ориентированной по отношению к ней. В результате вероят-



ность того, что комплекс ES достигнет переходного состояния, силь-



но увеличивается. 



 



Механизм индуцированного соответствия 
Связывание субстрата в ряде случаев может вызывать кон-



формационные изменения в молекуле фермента, которые приводят к 



напряжению структуры активного центра, а также несколько дефор-



мируют связанный субстрат, упрощая тем самым достижение ком-



плексом ES переходного состояния. При этом возникает так называ-



емое индуцированное соответствие фермента субстрату. Таким обра-



зом, небольшие изменения третичной или четвертичной структуры 



относительно крупной молекулы фермента могут играть роль меха-



нического рычага для молекулы субстрата. Возможно, именно по 



этой причине ферменты представляют собой белки и, следовательно, 
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по своим размерам значительно превосходят молекулы большинства 



субстратов. 



 



Кислотно-оснóвный катализ 



Концепция кислотно-оснóвного катализа объясняет фермента-



тивную активность участием в химической реакции кислотных групп 



(доноры протонов) и/или оснóвных групп (акцепторы протонов). 



Кислотно-оснóвный катализ – часто встречающееся явление. Амино-



кислотные остатки, входящие в состав активного центра, имеют 



функциональные группы, проявляющие свойства, как кислот, так и 



оснований. 



К аминокислотам, участвующим в кислотно-оснóвном катали-



зе, в первую очередь относят Cys, Tyr, Ser, Lys, Glu, Asp и His. Ради-



калы этих аминокислот в протонированной форме – кислоты (доноры 



протона), в депротонированной – основания (акцепторы протона). 



При фиксации субстрата в активном центре на его молекулу 



влияют электрофильные и нуклеофильные группы каталитического 



участка, что вызывает перераспределение электронной плотности на 



участках субстрата, атакуемого кислотно-оснóвными группами. Это 



облегчает перестройку и разрыв связей в молекуле субстрата. Ярко 



выраженной способностью к кислотно-оснóвному катализу обладают 



ферменты, в каталитическом центре которых имеется гистидин, ко-



торый отличается отчетливыми кислотно-оснóвными свойствами. 



При блокировании гистидина фермент инактивируется. 



Данный механизм ферментативного катализа характерен для 



гидролаз, лиаз, изомераз. Он часто сочетается с ковалентным катали-



зом. 



 



Ковалентный катализ 



Ковалентный катализ основан на атаке нуклеофильных (отри-



цательно заряженных) или электрофильных (положительно заряжен-



ных) групп активного центра фермента молекулами субстрата с фор-



мированием ковалентной связи между субстратом и коферментом или 



функциональной группой аминокислотного остатка (как правило, од-



ной) активного центра фермента. Ковалентные фермент-субстратные 



промежуточные продукты очень неустойчивы и легко распадаются, 
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освобождая продукты реакции. Действие сериновых протеиназ, таких 



как трипсин, химотрипсин, эластаза и тромбин, – пример механизма 



ковалентного катализа, когда ковалентная связь образуется между 



субстратом и остатком серина в активном центре фермента. 



Для большинства ферментов характерно сочетание описанных 



механизмов, что обеспечивает их высокую каталитическую актив-



ность. 



 



Мультисубстратные комплексы 



 



Большинство ферментов катализирует реакции, в которых 



участвует более одного субстрата. В случае если кофермент не явля-



ется простетической группой, его можно рассматривать как косуб-



страт или, другими словами, как второй субстрат. Следовательно, 



участников ферментативной реакции может быть несколько: соб-



ственно фермент, несколько субстратов и кофермент. 



В случаях бисубстратных реакций механизм ферментативного 



катализа, как правило, может идти по одному из двух путей: по меха-



низму «пинг-понг» (механизм двойного замещения) или последова-



тельному механизму. 



Механизм «пинг-понг» схематично может быть представлен 



следующим образом: 



 



. 



Связывание субстрата А с ферментом (Е) приводит к образо-



ванию фермент-субстратного комплекса ЕА, при этом субстрат А 



превращается в продукт (Р), который покидает фермент. В результате 



такого преобразования фермент остается в измененной (Е') форме, в 



результате модификации кофермента. Далее в активном центре фер-



мента происходит связывание субстрата В с образованием второго 



фермент-субстратного комплекса Е'В, последующим превращением 



субстрата В в продукт Q и высвобождением нативной формы фер-



мента (Е). 
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Примером этого механизма являются реакции дегидрирования 



с участием коферментов FAD и FMN. 



 



Последовательный механизм ферментативной бисубстрат-



ной реакции предусматривает взаимодействие с ферментом двух суб-



стратов до их превращения в соответствующие продукты. В этом 



случае связывание субстратов возможно различными путями – упо-



рядоченным или случайным способом. 



Механизм упорядоченного взаимодействия субстрата с ак-



тивным центром фермента: 



 



. 



Первым в активный центр фермента доставляется субстрат А, 



облегчая тем самым присоединение субстрата В. 



. 



После химического превращения этих субстратов так же в 



определенном порядке происходит высвобождение продуктов реак-



ции (Р и Q). Примером такого механизма является реакция дегидри-



рования с участием коферментов NAD
+
 и NADP



+
. 



Механизм случайного взаимодействия субстрата с активным 



центром фермента: 
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Приоритетности за взаимодействие субстратов А и В в ак-



тивном центре фермента нет, так как каждый субстрат имеет свой 



центр связывания. Также нет строгой закономерности высвобож-



дения продуктов реакции. 



Количественное определение ферментативной активности 



Определить количественное содержание фермента в биологи-



ческих объектах достаточно трудно, так как он присутствует в тканях 



в ничтожно малых концентрациях. Поэтому о количестве фермента 



судят по скорости катализируемой им реакции в стандартных усло-



виях (t = 25 С, оптимальное значение рН, при полном насыщении 



фермента субстратом) и выражают в условных единицах. 



За единицу активности фермента (Е – рус./нем. или U – 



англ./исп.) принимают такое количество фермента, которое в стан-



дартных условиях катализирует превращение 1 мкмоль субстрата в 



минуту (1 мкмоль/мин). Эта стандартная международная единица 



выражения количества фермента и его активности введена в 1962 го-



ду Международным биохимическим союзом. В Международной си-



стеме единиц Си (1972 год) предложена, вместо старой безымянной 



единицы ферментативной активности (Е или U), новая единица фер-



ментативной активности – катал. 1 катал – это количество фер-



мента, обеспечивающее превращение 1 моля субстрата в 1 секунду в 



стандартных условиях. Поскольку реакции идут гораздо с меньшей 



скоростью, то активность выражают в микро-, нано- и пикокаталах. 



1Е = 16,67 нкат. 



 



Для характеристики активности ферментов на практике часто 



используют следующие понятия: 
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 удельная активность – это число единиц фер-



ментативной активности на 1 мг фермента, т. е. число мкмолей 



субстрата, превращаемое в 1 мин/1 мг фермента. Удельная ак-



тивность выражается также числом каталов на 1 кг фермента 



(кат/кг); 



 молярная активность – выражается в каталах на 



1 моль фермента; 



 молекулярная активность – это число молекул 



субстрата, превращенное в 1 мин 1 молекулой фермента. 



Например, молекулярная активность каталазы = 5 мин; 



 концентрация фермента – выражается в едини-



цах ферментативной активности Е на 1 мл раствора. 



  



Факторы, влияющие на активность ферментов 



На активность ферментов и, соответственно, скорость фер-



ментативной реакции влияют, в основном, следующие физико-



химические факторы: концентрация фермента [E0] и субстрата [S], 



температура, значение показателя концентрации водородных ионов – 



рН, присутствие активаторов или ингибиторов. 



Концентрация фермента 



В определенных условиях скорость ферментативной реакции 



прямо пропорциональна количеству фермента. Однако это утвержде-



ние не всегда бывает верным, что можно показать на примере реак-



ции, протекающей в условиях равновесия. Даже если известно, что 



прямая реакция действительно идет, кажется, что ее скорость равна 



нулю, поскольку с такой же скоростью идет и обратная реакция. В 



самом же начале ферментативной реакции, когда продукт еще прак-



тически отсутствует, обратная реакция идти не может. Кроме того, на 



начальной стадии реакции концентрация субстрата практически со-



ответствует его исходному количеству. Поэтому скорость реакции в 



начальные промежутки времени, т. е. начальная скорость, будет 



прямо пропорциональна концентрации фермента. 
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Рис. 5.4. Зависимость скорости ферментативной реакции от 



концентрации фермента 



 



Концентрация реагентов 



Увеличение концентрации реагирующих веществ приводит к 



возрастанию числа молекул, обладающих достаточной для реакции 



энергией и к росту частоты их столкновений. Рассмотрим реакцию 



между двумя разными молекулами А и В: 



А + В → АВ. 



 



Удвоение концентрации [А] или [В] по отдельности приведет 



к увеличению скорости реакции в два раза, а одновременное удвое-



ние концентраций [А] и [В] повысит вероятность их столкновений 



вчетверо и скорость реакции возрастет в четыре раза (квадратные 



скобки используют для выражения содержания реагирующих ве-



ществ в молярной концентрации). Следовательно, скорость реакции 



пропорциональна концентрациям реагирующих молекул. Зависимость 



скорости реакции от концентрации реагентов принимает вид: 



 



скорость реакции ≈ [реагирующие вещества] 



 



или в данном конкретном случае: 



 



скорость реакции ≈ [А][В]. 
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Для реакции, которая протекает в такой стехиометрии, когда 



на образование продукта затрачивается одна молекула вещества А и 



две молекулы вещества В: 



 



А + 2В → АВ2 



 



выражение для скорости реакции примет вид: 



 



скорость реакции ≈ [А][В][В] 



или 



скорость реакции ≈ [А][В]
2
. 



 



 



В самом общем случае, когда n молекул вещества А реагирует 



с m молекулами вещества В: 



 



nA + mB → AnBm 



 



выражение для скорости реакции принимает вид: 



 



скорость реакции ≈ [А]
n
[В]



m
. 



 



Температура 



С повышением температуры в пределах некоторого весьма 



ограниченного интервала температур скорость реакций, катализиру-



емых ферментами, увеличивается. Коэффициент, показывающий, во 



сколько раз увеличивается скорость реакции при повышении темпе-



ратуры на 10 °С, называется температурным коэффициентом Вант-



Гоффа и обозначается Q10. Для большинства химических реакций, а 



также многочисленных биохимических реакций повышение темпера-



туры на 10° приводит к увеличению скорости процесса в 2–3 раза 



(т. е. коэффициент Q10 равен 2–3) и аналогично при понижении тем-



пературы на 10 °С скорость уменьшается в 2–3 раза. Многие физио-



логические процессы (например, скорость сокращения изолирован-



ной сердечной мышцы) также подчиняются этому правилу. Типичная 
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зависимость скорости ферментативной реакции от температуры 



представлена на рис. 5.5. 



На графике видно, что при некой оптимальной температуре 



скорость реакции максимальна. Рост скорости реакции по мере при-



ближения температуры к оптимальному значению объясняется уве-



личением кинетической энергии реагирующих молекул, т. е. увели-



чением частоты сталкивания молекул фермента и субстрата. При 



дальнейшем росте температуры кинетическая энергия молекул самих 



ферментов оказывается достаточной для разрыва внутримолекуляр-



ных связей, поддерживающих их вторичную и третичную структуры 



в необходимом каталитически активном состоянии, что приводит к 



потере их каталитической активности. 



 



 
Р



ис. 5.5. 



Влияние температуры на скорость гипотетиче-



ской ферментативной реакции. 



Относительная активность ферментативной 



реакции как функция температуры. Снижение актив-



ности при температуре свыше 50 С обусловлено 



термической денатурацией фермента 



 



Для большинства ферментов оптимальной температурой явля-



ется та температура, при которой в норме функционируют клетки. 



Для ферментов некоторых микроорганизмов, адаптировавшихся к 



обитанию в естественных горячих источниках, оптимальная темпера-



тура может быть близка к точке кипения воды. 
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Значение рН среды 
Активность ферментов зависит от рН раствора, в котором 



протекает ферментативная реакция. Для каждого фермента суще-



ствует оптимальное значение рН, при котором наблюдается его мак-



симальная активность. Это связано с ионизацией функциональных 



групп аминокислотных остатков фермента, обеспечивающих опти-



мальную конформацию его активного центра. 



Оптимум рН для большинства ферментов организма человека 



совпадает с его физиологическим значением и находится в интервале 



6,0–8,0 (рис. 5.6). 



 



 
Рис. 



5.6. 



Зависимость начальной скорости реакции, катализируе-



мой глюкозо-6-фосфатазой от рН среды 



 



Вместе с тем отдельные ферменты активны при значениях рН, 



лежащих далеко за пределами этого интервала, например наиболь-



шую активность пепсин проявляет при рН 2,0, трипсин – при рН 7, а 



папаин вообще не чувствителен к изменению рН в диапазоне от 4,0 



до 8,0 (рис. 5.7). 
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Рис. 5.7. Зависимости активностей пепсина, трипсина, папаина 



и холинэстеразы от рН среды. 



Трипсин имеет слабощелочное значение рН, в то вре-



мя как пепсин, действующий в сильнокислой среде 



желудка, имеет оптимум рН около 2. Папаин – проте-



иназа, обнаруженная у папайи, не чувствителен к из-



менению рН в диапазоне от 4,0 до 8,0. На активность 



холинэстеразы влияет рН среды ниже 7,0. В диапа-



зоне рН от 7,0 до 10,0 активность холинэстеразы не 



изменяется, что указывает на особое значение для ак-



тивности этого фермента ионизуемых групп с рК′ 



ниже 6,0.  



При отклонении рН от оптимальных значений происходит из-



менение ионизации функциональных групп молекулы фермента. 



Например, в кислой среде происходит протонирование сво-



бодных аминогрупп (–NH3
+
), а в щелочной – отщепление протона от 



карбоксильных групп (–СОО
–
). Это приводит к изменению конфор-



мации фермента и его активного центра. Следовательно, нарушается 



способность активного центра связывать субстраты, коферменты.  



Кроме того, рН среды может влиять на степень ионизации или 



пространственную организацию субстрата, что также влияет на срод-











54 



 



ство субстрата к активному центру. При значительном отклонении от 



оптимального значения рН может происходить денатурация белко-



вой молекулы с полной потерей ферментативной активности. 



 



Регуляция каталитической активности ферментов 



 



Важнейшую роль в изменении скорости метаболических пу-



тей играет регуляция каталитической активности одного или не-



скольких ключевых ферментов конкретного метаболического пути. 



Это высокоэффективный и быстрый способ регуляции метаболизма. 



Различают регуляцию путем ковалентной и нековалентной модифи-



каций. 



 



Регуляция путем ковалентной модификации 



Частичный (ограниченный) протеолиз 
Некоторые ферменты первоначально синтезируются в клетке в 



неактивной форме и после секретирования из клетки в полость пере-



ходят в активную форму. Неактивный предшественник фермента 



называется проферментом, или зимогеном. Проферменты неактивны, 



так как в них не сформирован активный центр: образующие его ами-



нокислотные остатки присутствуют, но они расположены друг отно-



сительно друга не должным образом. 



Активация профермента заключается в формировании актив-



ного центра фермента, которое происходит в результате отщепления 



участка полипептидной цепи, что приводит к изменению первичной 



структуры белка с одновременным изменением его трехмерной 



структуры. 



Синтез в форме неактивных проферментов является характер-



ным свойством пищеварительных ферментов, белковых гормонов 



(проинсулин–инсулин), фибриллярного белка соединительной ткани 



коллагена, а также ферментов системы свертывания крови и фибри-



нолиза (протромбин– тромбин). 



Например, активация химотрипсиногена осуществляется под 



действием трипсина, расщепляющего пептидную связь между арги-



нином-15 и изолейцином-16. Образующийся при этом активный -
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химо-трипсин действует на другие молекулы химотрипсиногена 



(рис. 5.8). 



Далее -химотрипсин подвергается дополнительному протео-



литическому действию химотрипсина с выщеплением двух дипепти-



дов Ser14–Arg15 и Thr147–Asn148 и образованием стабильной формы 



фермента – -химотрипсина. 



 
Рис. 5.8. Схема протеолитической активации химотрипсиноге-



на 



 



В результате изменения первичной структуры в молекуле хи-



мотрипсиногена возникают новые нековалентные связи, изменяется 



конформация полипептидной цепи и формируется активный центр за 



счет сближения принципиально важных для катализа аминокислотных 



остатков Ser195, His57 и Asp102 (рис. 5.9). 
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Рис. 5.9. Взаимное расположение остатков Ser195, His57 и 



Asp102, формирующих, так называемую систему пе-



реноса заряда в активном центре химотрипсина 



Физиологический смысл продукции пищеварительных фер-



ментов в форме проферментов, заключенных в зимогеновые гранулы 



состоит в том, что в противном случае эти чрезвычайно активные 



гидролазы оказывали бы мощный деструктивный эффект на клеточ-



ные белки слизистой желудка и поджелудочной железы, вызывая 



разрушение этих клеток. Такое разрушение клеток может наблюдать-



ся, например, при панкреатите, когда активация химотрипсина про-



исходит непосредственно в поджелудочной железе. 



Белок-белковые взаимодействия 



Некоторые ферменты изменяют свою каталитическую актив-



ность в результате белок-белковых взаимодействий. Различают 



2 механизма активации ферментов указанным путем: 



 активация ферментов в результате присоеди-



нения регуляторных белков; 



Активность некоторых ферментов регулируется специальны-



ми белками. Например, белок кальмодулин после связывания ионов 



кальция приобретает свойства фермента и приобретает способность 



активировать фосфодиэстеразу, киназу легких цепей миозина. Фер-



мент плазматической мембраны клетки аденилатциклаза активирует-



ся путем присоединения одной из субъединиц G-белка, в результате 
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чего происходит реакция образования из АТР циклического 3',5'-



АМР (вторичного внутриклеточного посредника действия гормонов). 



 изменение каталитической активности фер-



мента вследствие ассоциации и диссоциации его протомеров; 



Некоторые ферменты-олигомеры могут изменять свою актив-



ность за счет ассоциации/диссоциации протомеров, входящих в их 



состав. Например, фермент протеинкиназа является олигомером, со-



стоящим из 4 протомеров двух типов: каталитического и регулятор-



ного. В одном протомере находится активный центр, в другом – ре-



гуляторный, который может связываться с сАМР. В ассоциированном 



виде фермент неактивен, так как его активный центр закрыт регуля-



торной субъединицей. В диссоциированном состоянии активный 



центр открывается и может реагировать с субстратом. Когда в клетке 



образуется необходимое количество сАМР, его связывание с регуля-



торным центром вызывает диссоциацию фермента на субъединицы, 



что приводит к его активации. При уменьшении концентрации сАМР 



он покидает регуляторный центр, что приводит к объединению субъ-



единиц (ассоциации) и инактивации фермента. 



Фосфорилирование – дефосфорилирование 
Данный способ регулирования активности (принцип «включе-



но/выключено») основан на изменении структуры фермента за счет 



присоединения фосфатной группы. Некоторые ферменты, присоеди-



няя (процесс фосфорилирования) или отщепляя (процесс дефосфори-



лирования) остаток фосфорной кислоты, могут изменять свою актив-



ность (рис. 5.10). Фосфорилирование ферментов в клетке происходит 



с участием протеинкиназы. Остаток фосфорной кислоты чаще всего 



связывается с боковой группой остатков серина или треонина. Если в 



клетке активна фосфопротеинфосфатаза, – протекает противополож-



ный процесс (дефосфорилирование). 
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Рис. 5.10. Ковалентная модификация ферментов, осуществля-



емая путем фосфорилирования / дефосфорилирова-



ния 



Активность протеинкиназ и фосфопротеинфосфатаз находится 



под гормональным контролем и регулируется также нервной систе-



мой. 



В зависимости от природы фермента фосфорилирование мо-



жет его активировать или наоборот инактивировать. Например, ак-



тивность ферментов гликогенсинтазы (фермент биосинтеза гликоге-



на) и гликогенфосфорилазы (фермент распада гликогена) регулиру-



ется путем фосфорилирования/дефосфори-лирования. Природа дан-



ных ферментов такова, что фосфорилированная форма гликогенфос-



форилазы активна, а гликогенсинтазы – неактивна. При дефосфори-



лировании их активности меняются на противоположные. Биологи-



ческий смысл заключается в том, что когда происходит биосинтез 



гликогена, его распад ингибируется и наоборот. 



Регуляция путем нековалентной модификации 



Аллостерическая регуляция 



В состав ряда ферментов, кроме активного центра, входит 



специфический центр – аллостерический, предназначенный для свя-



зывания особых низкомолекулярных веществ, способных изменять 



активность таких ферментов. Аллостерический (или регуляторный) 



центр представляет собой участок молекулы фермента, с которым 



связываются низкомолекулярные соединения, называемые аллосте-



рическими эффекторами, играющими роль активаторов или ингиби-



торов. Структура эффекторов отлична от структуры субстрата. Свя-



зываясь с аллостерическим центром, эффекторы индуцируют изме-



нения третичной и/или четвертичной структуры молекулы фермента 



и, соответственно, структуры активного центра, вызывая увеличение 
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или уменьшение его активности. Таким образом, связывание эффек-



тора в одном участке фермента вызывает изменение структуры в дру-



гом участке и, следовательно, приводит к изменению активности 



фермента в целом. Это явление лежит в основе так называемой алло-



стерической регуляции активности ферментов. Ферменты, актив-



ность которых регулируется соединениями, связывающимися в алло-



стерическом центре, называются аллостерическими.  



Как правило, аллостерические ферменты катализируют клю-



чевые реакции метаболических путей, что позволяет клетке чрезвы-



чайно быстро реагировать на малейшие изменения внутреннего со-



стояния. Обычно это олигомерные белки, состоящие из нескольких 



протомеров или имеющие доменное строение. Аллостерические 



ферменты обладают свойством кооперативности: взаимодействие 



эффектора с аллостерическим центром вызывает последовательное 



изменение конформации всех субъединиц, приводящее к изменению 



конформации активного центра и изменению сродства фермента к 



субстрату, что снижает или увеличивает каталитическую активность 



фермента. 



Аллостерическая регуляция имеет большое значение в следу-



ющих ситуациях: 



 при анаболических процессах. Ингибирование 



конечным продуктом метаболического пути и активация 



начальными метаболитами позволяют осуществлять регуля-



цию синтеза этих соединений; 



 при катаболических процессах. В случае накоп-



ления АТР в клетке происходит ингибирование метаболиче-



ских путей, обеспечивающих синтез энергии. Субстраты при 



этом расходуются на реакции запасания резервных питатель-



ных веществ; 



 для координации анаболических и катаболиче-



ских путей. АТР и АDP – аллостерические эффекторы, дей-



ствующие как антагонисты; 



 для координации параллельно протекающих и 



взаимосвязанных метаболических путей (например, синтез 



пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов, используемых для 



синтеза нуклеиновых кислот). Таким образом, конечные про-
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дукты одного метаболического пути могут быть аллостериче-



скими эффекторами другого метаболического пути. 



 



Регуляция путем изменения биосинтеза ферментов 



Рассмотренные ранее способы изменения скорости протекания 



реакций направлены на изменение активности уже имеющихся в 



клетке ферментов. Существует другой способ регуляции – изменение 



скорости и эффективности биосинтеза ферментов.  



В настоящее время установлено, что синтез и распад фермен-



тов, как и других белков, происходит в организме непрерывно. У 



взрослого здорового человека в условиях динамического равновесия 



процессы синтеза и распада имеют одинаковую скорость, благодаря 



чему общее содержание фермента не изменяется во времени. Для 



каждого фермента характерна своя скорость распада. В большинстве 



случаев полное прекращение синтеза фермента привело бы к исчез-



новению 50 % молекул фермента за несколько дней, но некоторые 



ферменты обновляются значительно быстрее. Скорость синтеза фер-



мента может варьировать от нуля до максимума, тогда как скорость 



распада представляется постоянной.  



Вещество, которое избирательно препятствует синтезу опре-



деленного фермента, называется репрессором. При помощи механиз-



ма репрессии конечные продукты реакций обмена веществ могут ре-



гулировать процесс их собственного образования по принципу об-



ратной связи. Было доказано, что в некоторых системах накопление 



метаболитов, образующихся в итоге цепи последовательных реакций, 



предотвращает синтез одного из ферментов, функционирующего в 



начале этой цепи (рис 5.11). Продукт реакции в таком случае дей-



ствует как специфический репрессор синтеза этого фермента, 



предотвращая как ненужное потребление субстратов, вовлекаемых в 



реакции данной метаболической цепи, так и бесполезный расход 



энергии и аминокислот, необходимых для образования каталитиче-



ски активного белка.  
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Рис. 5.11. Регуляция синтеза фермента. Конечный продукт (Г) 



цепи метаболических реакций снижает концентра-



цию фермента, катализирующего этап Б→В путем 



репрессии его синтеза. Субстрат (Б) индуцирует 



синтез того фермента, который превращает его в 



продукт В, препятствуя действию репрессора 



 



Явление, противоположное репрессии, известно под названи-



ями индукция фермента, или дерепрессия. В типичном случае суб-



страт определенного фермента способен индуцировать синтез этого 



фермента, что, в свою очередь, стимулирует потребление данного 



субстрата. Воздействуя на механизм синтеза фермента, индуктор, ве-



роятно, прямо или косвенно противодействует репрессору. Соотно-



шение между репрессором (конечным продуктом) и индуктором 



(субстратом) определяет количество ключевых ферментов и обеспе-



чивает приспособление последовательности метаболических реакций 



к количеству метаболитов, поступающих в клетки организма с пи-



щей.  



Как и в случае регуляторных ферментов, лишь немногие клю-



чевые ферменты способны реагировать подобным образом на изме-



нение физиологических потребностей. Такие ферменты называют 



индуцибельными (или адаптивными); ферменты, содержание которых 



в таких условиях не изменяется, называют конститутивными; они 



составляют постоянное содержимое клетки.  



У человека на адаптивные ферменты, вероятно, в большей ме-



ре влияют эндокринные факторы, нежели промежуточные продукты 



реакций обмена веществ. Так, гормоны коры надпочечников глюко-



кортикоиды стимулируют синтез ферментов, участвующих в образо-
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вании глюкозы, тогда как гормон поджелудочной железы инсулин 



противодействует этому. Глюкокортикоиды прямо или косвенно иг-



рают роль индукторов ферментов, когда как инсулин усиливает про-



цесс репрессии. От определяемой противоположными воздействиями 



индукции и репрессии уровня синтеза ферментов зависит физиологи-



ческая регуляция содержания глюкозы в крови этими противобор-



ствующими эндокринными системами. 



Компартментализация ферментов в клетке 



Этот способ регуляции характерен только для высших форм 



живых организмов и позволяет осуществить наиболее тонкую регуля-



цию метаболизма. Он направлен на снижение скорости процесса за 



счет разъединения субстрата с ферментами с помощью мембраны. Пе-



ренос групп атомов и субстратов осуществляется за счет челночных 



механизмов, переводящих субстрат в форму, которая способна прони-



кать через мембрану. Затем по другую сторону мембраны происходит 



обратное их превращение в первоначальную форму. 



Контрольные вопросы 



1. Строение активного центра фермента. 



2. Молекулярные механизмы ферментативного катализа. 



3. Мультисубстратные комплексы. 



4. Количественные характеристики ферментативной ак-



тивности. Единицы активности ферментов. 



5. Факторы, влияющие на активность ферментов. 



6. Регуляция активности ферментов. 



Литература 



1. Страйер, Л. Биохимия: в 3 т. / Л. Страйер. – М.: 



Мир, 1984. 



2. Марри, Р, Биохимия человека / Р. Марри и др. – 



М.: Мир, 1993. – Т. 1. 



3. Горячковский, А. М., Справочное пособие по 



клинической биохимии / А. М. Горячковский. – Одесса: ОКФА, 



1994. 



4. Степанов, В. М., Молекулярная биология: 



структура и функции белков / под ред. академика Спирина 



А. С. – М.: Высшая школа, 1996. 











63 



 



5. Кнорре, Д. Г., Биологическая химия / 



Д. Г. Кнорре, С. Д. Мызина. – М.:Высшая школа, 1998. 



6. Кольман, Я.,Наглядная биохимия / Я. Кольман, 



К.-Г. Рем. – М.: Мир, 2000. 



7. Северин, Е. С., Биохимия / Е. С. Северин. – М.: 



Гэотад-мед, 2004. 



8. Комов В. П. Биохимия / В. П. Комов. – М.: Дро-



фа, 2004. 



9. Чиркин А. А., Практикум по биохимии / 



А. А. Чиркин. – Минск: Новое знание, 2002. 



10. Кухта В. К., Биологическая химия / В. К. Кухта, 



Т. С. Морозкина, Э. И. Олецкий, А. Д. Таганович. – М.:Бином, 



2008. 



 



Дополнительная литература 



 



1. Nelson D. L., Cox M. M., Lehninger Principles of 



Biochemistry, W.H. Freeman (ed.), 2004. 



2. Metzler D., Biochemistry, (The chemical reactions 



in living cells), Elsevier, Academic Press, V. 1-2, 2003-2004. 



3. Berg J. M., Tymoczko J. L., Lubert Stryer, Biochem-



istry, W.H. Freeman (ed.), 2006. 



 



 



 



 



 











64 



 



ХОД РАБОТЫ 



 



Цель 



работы: 



Характеристика факторов, влияющих на актив-



ность ферментов, на примере гидролитического 



расщепления крахмала под действием амилазы 



слюны  



  



Задание I Изучить влияние физических и химических фак-



торов на активность амилазы слюны 



 



Определение оптимального значения рН среды для актив-



ности амилазы слюны 



1. В четыре пробирки вносят по 1 мл фосфат-



цитратной буферной смеси с определенным рН по схеме, ука-



занной в таблице: 



 



№ пробирки 1 2 3 4 



рН буфера 4,0 5,4 6,8 8,0 



2. В каждую пробирку добавляют по 1 мл 0,25%-



ного раствора крахмала и по 1 мл разведенного препарата 



амилазы слюны. 



3. В пятую пробирку (контрольная проба) вносят 



2 мл дистиллированной воды и 1 мл разведенного препарата 



амилазы слюны. 



4. Каждую пробирку помещают в термостат и ин-



кубируют при температуре 38 °С в течение 10 мин. 



5. Затем в каждую пробирку быстро добавляют по 



несколько капель раствора I2 и спектрофотометрически опре-



деляют оптическую плотность растворов относительно кон-



трольной пробы при  = 620 нм. 



Задание II Изучить влияние количества амилазы в ре-



акционной смеси на скорость реакции и 



определить субстратную специфичность 



амилазы 
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6. Полученные результаты представляют в виде 



следующей таблицы: 



№ пробирки 



 



рН буфера  



 



А620 



1 4.0  



2 5.4  



3 6.8  



4 8.0  



Зависимость скорости ферментативного гидролиза крах-



мала амилазой слюны от температуры 



1. В четыре пробирки вносят по 1 мл фосфатного 



буфера рН 6,8 и по 1 мл 0,25%-ного раствора крахмала. 



2. В пятую пробирку (контрольная проба) вносят 



1 мл фосфатного буфера рН 6,8 и 1 мл дистиллированной во-



ды. 



3. Пробирку № 1 помещают в ледяную баню, про-



бирку № 2 оставляют при комнатной температуре, пробирку 



№ 3 помещают в термостат при 38 °С, пробирку № 4 – в силь-



но кипящую водяную баню и пробирку № 5 оставляют при 



комнатной температуре.  



4. Через 5 минут в каждую пробирку добавляют по 



1 мл разведенного препарата амилазы слюны и тщательно пе-



ремешивают содержимое. Каждую пробу инкубируют в тех же 



условиях в течение 10 мин. 



5. Затем в пробирки добавляют по одной капле 



раствора I2 и определяют оптическую плотность растворов от-



носительно контрольной пробы при  = 620 нм. 



6. Полученные результаты вносят в таблицу. 



№ пробирки 



 



Температура среды 



 



А620 



1 Низкая  



2 Комнатная  



3 38 С  



4 100 С  
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Зависимость скорости ферментативной реакции от коли-



чества фермента  
I. В четырех пробирках готовят разведение раствора ами-



лазы слюны по следующей схеме: 



1) в первую пробирку вносят 2 мл исходного рас-



твора амилазы слюны (разведение в 20 раз), во все осталь-



ные пробирки добавляют по 1 мл дистиллированной воды; 



2) 1 мл раствора из первой пробирки переносят во 



вторую пробирку, перемешивают (разведение амилазы в 



40 раз); 



3) 1 мл раствора из второй пробирки переносят в 



третью пробирку, перемешивают (разведение амилазы в 



80 раз); 



4) 1 мл раствора из третьей пробирки переносят в 



четвертую пробирку, перемешивают (разведение амилазы 



в 160 раз); 



5) из четвертой пробирки отбирают 1 мл раствора и 



отбрасывают. 



II. В каждую из четырех пробирок вносят по 1 мл фосфат-



цитратной буферной смеси рН 6,8. 



III. В первую пробирку добавить 1 мл 0,25%-ного раствора 



крахмала. 



IV. В каждую последующую пробирку, кроме пятой (кон-



трольной), добавление 1 мл 0,25%-ного раствора крахмала 



осуществляют строго по секундомеру через 3 минуты. 



V. В пятую пробирку (контрольная проба) вносят 1 мл 



фосфат-цитратной буферной смеси рН 6,8 и 1 мл дистиллиро-



ванной воды. 



VI. Пробирки немедленно помещают в термостат. Каждую 



пробу инкубируют при температуре 38-40 °С в течение 10 мин. 



VII. В первую и пятую пробирки добавляют по одной капле 



раствора I2 и определяют оптическую плотность растворов при 



 = 620 нм.  



VIII. Затем через каждые 3 минуты по секундомеру добав-



ляют в последующие пробирки по одной капле раствора I2 и 











67 



 



определяют оптическую плотность растворов относительно 



контрольной пробы.  



IX. Результаты опыта представляют графически, отклады-



вая по оси абсцисс относительную концентрацию амилазы, а по 



оси ординат – значения относительной оптической плотности 



раствора при  = 620 нм. 



 



Специфичность действия амилазы 



1. В одну пробирку вносят 2 мл 0,25%-ного рас-



твора крахмала, во вторую – 2 мл 2%-ного раствора сахарозы. 



Затем в пробирки добавляют по 1 мл разведенного препарата 



амилазы слюны и перемешивают содержимое. 



2. После инкубации в термостате при температуре 



38-40 °С в течение 10 мин пробирки охлаждают и определяют 



в них содержание глюкозы по реакции Троммера: 



 для определения содержания глюкозы из каждой 



пробирки отбирают по 3 мл раствора; 



 добавляют по 1 мл 10%-ного раствора NaOH и 



по 5 капель 1%-ного раствора CuSO4; 



 пробирки нагревают до появления окраски; 



 наличие окрашивания свидетельствует о присут-



ствии глюкозы в анализируемой пробе. 



3. Полученные результаты представить в виде сле-



дующей таблицы: 



 № пробирки Субстрат Проба Троммера 



1.  Крахмал  



2.  Сахароза  



 



Оформление работы 



 



К занятию: 



1. Кратко законспектировать теоретические мате-



риалы по лабораторной работе. 
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Во время занятия: 



2. Описать этапы работы. 



3. Оформить результаты в виде графиков и таблиц. 



4. Сделать выводы по каждому из опытов. 
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ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА № 6 



Тема: Кинетика ферментативных реакций. 



Ингибиторный анализ 



 



Цель 



работы: 



Определение основных кинетических параметров, ферментативных 



реакций – константы Михаэлиса и максимальной скорости реакции. 



Определение характера ингибирующего действия сульфата 



меди на скорость реакции расщепления крахмала. 



Оборудование и материалы: 



 спектрофотометр Solar PV 1251B; 



 кюветы стеклянные; 



 pH-метр; 



 мешалка магнитная; 



 якоря магнитные; 



 термостат; 



 пробирки; 



 штативы для пробирок; 



 цилиндры мерные на 10 мл и 100 мл; 



 стаканы стеклянные градуированные на 10 и 100; 



 колбы на 100–250 мл; 



 стакан на 300 мл; 



 автоматические микропипетки; 



 палочки стеклянные; 



 бумага миллиметровая. 



Реактивы: 



 амилаза бактериальная; 



 крахмал, 0,25% раствор; 



 ацетилтиохолин йодид; 



 ацетилхолин бромид; 



 дитиобиснитробензойная кислота; 



 бикарбонат натрия; 



 гуинидин сульфат; 



 раствор Люголя (йод, 1% раствор в KJ, 2,5%); 



 сульфат меди (CuSO4), 2% раствор; 



 хлорид натрия (NaCl), 1% раствор; 



 вода дистиллированная. 
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ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 



Кинетика ферментативных реакций 



Уже в ранних исследованиях по влиянию концентрации реа-



гента на скорость ферментативных реакций была обнаружена очень 



важная особенность ферментативного катализа, которая заключается 



в сложном характере кинетики этих реакций. Так, при низких кон-



центрациях реагента (или субстрата) реакция протекает в соответ-



ствии с уравнением первого порядка. При высоких концентрациях 



субстрата скорость перестает зависеть от концентрации и, таким об-



разом, реакция в этих условиях протекает в соответствии 



с уравнением нулевого порядка. Общий вид зависимости скорости 



ферментативной реакции от концентрации субстрата при такой двух-



ступенчатой кинетике приведен на рис. 6.1. При высоких концентра-



циях субстрата весь фермент оказывается связанным с субстратом и 



скорость реакции будет максимальной. Другими словами, в реакциях, 



катализируемых ферментами, стадией, определяющей скорость про-



цесса, будет стадия распада комплекса на фермент и продукт.  



 
Рис. 6.1. Зависимость скорости ферментативной реакции от 



концентрации субстрата 



Итак, начальная скорость ферментативной реакции, обозна-



ченная на рис. 6.1 символом V0 (скорость, измеряемая за период, ко-



гда израсходована небольшая часть субстрата) увеличивается по мере 



роста концентрации субстрата в реакционной смеси. При неизменно-



сти остальных условий (концентрации фермента [Е], концентрации 



кофакторов, температуры, значения рН) это увеличение начальной 
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скорости ферментативной реакции, в зависимости от концентрации 



субстрата происходит до тех пор, пока не наступит состояние насы-



щения фермента субстратом. Скорость реакции, измеренная в усло-



виях насыщения, уже не зависит от дальнейшего повышения концен-



трации субстрата. Она достигает максимального значения, называе-



мого максимальной скоростью реакции, Vmax, которая далее остается 



постоянной. 



В ферментативной кинетике обычно используют значитель-



ный молярный избыток субстрата по сравнению с концентрацией 



фермента. Например, если фермент с молекулярной массой 100 000 



взаимодействует с субстратом с молекулярной массой 100 и оба ком-



понента присутствуют в реакционной смеси в концентрации 1 мг/мл, 



каждый, то на один моль фермента будет приходиться 1000 молей 



субстрата. В клетке наиболее реальными являются следующие чис-



ленные значения концентраций фермента и субстрата: [E] = 



0,1 мкг/мл = 10
 – 9 



М, [S] = 0,1 мг/мл = 10
 – 3 



М, т. е. молярный избыток 



субстрата по отношению к ферменту составляет величину, равную 



10
6
. Даже при уменьшении [S] в 100 раз его концентрация все еще 



будет 10 000-кратно превышать концентрацию фермента. 



Уравнение Михаэлиса-Ментен 



Важнейшими факторами, определяющими скорость фермен-



тативной реакции, являются концентрация реагирующих веществ и 



концентрация субстратов. Как было указано выше, фермент взаимо-



действует с субстратом с образованием фермент-субстратного ком-



плекса. Затем фермент-субстратный комплекс распадается с образо-



ванием продукта реакции, а катализатор остается в исходном состоя-



нии. Далее приведено уравнение, отражающее процесс ферментатив-



ного катализа с образованием продукта реакции: 



. 



Как видно из этого уравнения, фермент Е взаимодействует с 



субстратом S с образованием фермент-субстратного комплекса ES. 



Этот процесс характеризуется константой скорости – k1. Комплекс ES 



способен распадаться на исходные компоненты – Е и S с константой 



скорости k−1. Константа k2 представляет собой константу скорости 



распада комплекса ES с образованием продукта реакции. 
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Вполне очевидно, что фермент-субстратный комплекс спосо-



бен к обратимой диссоциации в соответствии с уравнением: 



. 



Исходя из закона действующих масс, скорость образования 



комплекса ES можно записать следующим образом:  



]][[11 SEkV  , 



где k1 – константа скорости реакции образования комплекса 



ES. 



Поскольку комплекс ES способен диссоциировать без образо-



вания продукта реакции, скорость распада комплекса ES можно вы-



разить уравнением: 



][12 ESkV  , 



где k−1 – константа скорости реакции распада комплекса ES. 



При равенстве скоростей V1 и V2 получим выражение: 



]][[][ 11 SEkESk 
. 



Разделив обе части уравнения на величину k1, получим: [E][S] 



= k−1/k1 [ES], где k−1/k1 представляет собой величину называемую 



константой диссоциации – KS. 



1



1



][



]][[



k



k



ES



SE
KS



  



 После соответствующего преобразования выражение приоб-



ретает вид: 



][]][[ ESKSE S . 



В последнем уравнении величину [E] можно записать как [E0] 



- [ES], что представляет собой концентрацию свободного фермента за 



вычетом концентрации фермента, связанного с субстратом [ES]. Ве-



личина [E0] – общая концентрация фермента в начале реакции. Под-



ставив в предыдущее уравнение вместо [E] – [E0]–[ES] получим: 



  ][][][][ 0 ESKSESE S . 



После преобразования последнего уравнения получаем: 



][



][
][][ 0



SK



S
EES



S 
 . 



Максимальная скорость ферментативной реакции достигается 



в ситуации, когда концентрация комплекса ES равна начальной кон-
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центрации фермента Е0, т. е. [ES] = [E0]. Таким образом, можно запи-



сать следующее выражение: 



][



][



0max



0



E



ES



V



V
 . 



Поскольку из предыдущего выражения следует, что: 



][



][



][



][



0 SK



S



E



ES



S 
 , 



то получаем: 



][



][



max



0



SK



S



V



V



S 
    или   



][



][
max0



SK



S
VV



S 
 . 



Последнее уравнение получило название уравнения Михаэли-



са–Ментен. Графически зависимость между концентрацией субстра-



та и скоростью реакции отображает рис. 6.1. Из этого рисунка видно, 



что при низких концентрациях субстрата реакция характеризуется 



первым порядком, а при его высоких концентрациях становится ре-



акцией нулевого порядка, когда скорость реакции становится посто-



янной величиной. 



Следует, однако, помнить, что уравнение Михаэлиса-Ментен 



справедливо только для начального времени реакции, когда присут-



ствует избыток субстрата и образуется небольшое количество про-



дукта. Именно поэтому уравнение Михаэлиса–Ментен носит не-



сколько ограниченный характер, поскольку оно учитывает только 



первую часть процесса и не учитывает его вторую стадию – влияние 



продукта реакции и его взаимодействие с ферментом. В связи с этим 



Холдейном и Бриггсом было предложено усовершенствованное вы-



ражение уравнения Михаэлиса–Ментен: 



][



][
max0



SK



S
VV



M 
 , 



где КM – константа Михаэлиса, которая равна концентрации 



субстрата (выраженной в молях/литр), при которой скорость реак-



ции составляет половину максимальной скорости. Численное значе-



ние константы Михаэлиса может быть выражено следующим обра-



зом: 



1



21



k



kk
KM




   
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Преобразованное Холдейном и Бриггсом уравнение Михаэли-



са-Ментен, которое имеет вид 



][



][max



SK



SV
V



M 
  



описывает поведение многих ферментов при изменении кон-



центрации их субстратов. Используя это уравнение можно рассмот-



реть несколько ситуаций, отражающих влияние [S] и КM на началь-



ную скорость ферментативной реакции:  



1. Значение [S] намного меньше величины КM 



(рис. 6.1). В этом случае величину [S] в знаменателе можно 



опустить, и он будет практически равен величине КM. Отно-



шение двух постоянных величин – Vmax и КM, можно заменить 



новой константой К. Таким образом, имеем: 



][



][max



SK



SV
V



M 
 ;           ][



][max SK
K



SV
V



M



  



(  означает «примерно равно»). 



Другими словами, когда концентрация субстрата значитель-



но ниже величины КM – начальная скорость реакции, V0, пропорцио-



нальна концентрации субстрата [S]; 



2. Значение [S] намного больше величины КM (рис. 



6.1). Тогда величиной КM в знаменателе можно пренебречь, 



т.е. 



 



][



][max



SK



SV
V



M 
 ;            



max
max



][



][
V



S



SV
V   



Это означает, что при концентрации субстрата [S], намного 



превышающей КM – начальная скорость V0 равна максимальной ско-



рости – Vmax; 



3. Наконец, при равенстве величин [S] и КM 



(рис. 6.1) в знаменателе уравнения Михаэлиса-Ментен полу-



чим удвоенное значение [S]. 
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][max
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V 




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Это означает, что при концентрации субстрата, равной КM, 



начальная скорость реакции V0 составляет половину максимальной 



скорости – Vmax.  



Графическое определение константы Михаэлиса (Кm) 



Графически константа Михаэлиса может быть представлена, 



как это показано на рис. 6.1. Однако в случае многих ферментов 



определение Vmax и КM непосредственно из графика зависимости V0 



от [S] (рис. 6.1) оказывается затруднено. Для большего удобства 



уравнение Михаэлиса–Ментен было преобразовано Лайнуивером и 



Берком в координатах двойных обратных величин:  



,
][



][1



max SV



SK



V



M 
  



Правую часть уравнения представляют в виде суммы двух слагаемых: 



.
][



][



][



11



maxmax SV



S



SV



K



V



M   



Упростив уравнение, получаем: 



.
1



][



11



maxmax VSV



K



V



M   



Как можно видеть, это уравнение представляет собой уравне-



ние прямой: 



у = ах + b, 



где у = 1/V0 и х = 1/[S]. 



Если построить график зависимости у (т. е. 1/V0) от х (т. е. 



1/[S]), то длина отрезка b, отсекаемого на оси у, будет равна 1/Vmax, а 



тангенс угла наклона – а равен величине KM/Vmax. Длину отрезка, от-



секаемого на оси х (в области отрицательных значений), можно по-



лучить, приравняв к нулю. Тогда получим: 



.
1



MKa



b
x   



График уравнения Михаэлиса–Ментен в обратных координа-



тах называют графиком Лайнуивера–Берка (рис. 6.2). Используя его, 



величину KM можно определить либо по наклону прямой и длине от-



резка, отсекаемого на оси у, либо по длине отрезка, отсекаемого в об-



ласти отрицательных значений на оси х. Поскольку [S] измеряют 



в молях/литр, KM имеет ту же размерность. Скорость V0 может быть 
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выражена в любых единицах, поскольку KM не зависит от [E]. График 



Лайнуивера-Берка позволяет определять KM по относительно не-



большому числу точек, поэтому он часто используется для расчета 



этого параметра. 



 
Рис. 6.2. График Лайнуивера–Берка в двойных обратных коор-



динатах (зависимость 1/V0 от 1/[S]), используемый 



для графического определения KM и Vmax 



Используя график Лайнуивера–Берка на практике, при опре-



делении KM, иногда сталкиваются с тем, что почти все точки оказы-



ваются в области низких концентраций субстрата. Это происходит в 



тех случаях, когда измерения проводят через равные интервалы [S]. 



Чтобы этого избежать, измерения следует проводить при таких зна-



чениях [S], которые соответствуют равным интервалам на оси х в об-



ратных величинах. 



Еще одним вариантом линеаризации зависимости скорости 



ферментативной реакции от концентрации субстрата является преоб-



разование Хейнса–Вулфа. Если в уравнении Михаэлиса–Ментен в 



обратных координатах  
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maxmax VSV
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V



M   



обе части умножить на величину [S], получим: 



maxmaxmaxmax0
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Рис. 



6.3 



График Хейнса–Вулфа в координатах [S]/V0 от [S], ис-



пользуемый для графического определения KM и Vmax. 



График зависимости [S]/V0) от [S] (рис. 6.3) представляет со-



бой прямую линию, где тангенс угла наклона равен величине 1/Vmax, 



длина отрезка, отсекаемого на оси у, будет равна KM/Vmax, а отрезок, 



отсекаемый на оси х, равен величине KM. Определение KM имеет 



большую практическую ценность. При концентрациях субстрата, 



в 100 раз превышающих KM, фермент будет работать практически с 



максимальной скоростью, поэтому максимальная скорость, Vmax, бу-



дет отражать количество присутствующего активного фермента. Это 



немаловажное обстоятельство используют для оценки содержания 



фермента в препарате. Знание величины KM позволяет определить, 



какое количество субстрата следует внести в реакционную смесь для 



определения Vmax. Графики, построенные в обратных координатах, 



находят широкое применение также при анализе характера действия 



ингибиторов в ферментативных реакциях. 



Ингибирование активности ферментов 



Два основных класса ингибиторов ферментов представлены 



конкурентными и неконкурентными ингибиторами. Их различают на 



основании способности ослаблять (конкурентные ингибиторы) или 



не ослаблять (неконкурентные ингибиторы) свое ингибирующее дей-
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ствие при повышении концентрации субстрата. В действительности 



многие ингибиторы не проявляют тех свойств, которые характеризу-



ют истинно конкурентное или чисто неконкурентное ингибирование. 



Другой принцип классификации ингибиторов основан на установле-



нии мест их связывания в молекуле фермента. Одни из них взаимо-



действуют с ферментом в субстратном (каталитическом) центре, а 



другие – на значительном расстоянии от активного центра (например, 



в сайте аллостерической регуляции). 



Конкурентное ингибирование аналогами субстрата 



Классический вариант конкуретного ингибирования проявля-



ется при взаимодействии ингибитора с активным центром фермента. 



Структура аналога субстрата, действующего как ингибитор – I, 



обычно сходна со структурой самого субстрата. Поэтому ингибитор 



может обратимо связываться с ферментом, образуя вместо комплекса 



[ES] фермент-ингибиторный комплекс [EI]. Если в реакционной сме-



си одновременно присутствуют субстрат и ингибитор указанного ти-



па, они конкурируют за один и тот же центр связывания в активном 



центре фермента. Один из наиболее подробно изученных примеров 



конкурентного ингибирования – ингибирование сукцинат-



дегидрогеназы малоновой кислотой, которая конкурирует с субстра-



том фермента – сукцинатом (
–
ООС–СН2–СН2–СОО



–
) за один и тот же 



активный центр. 



Сукцинат-дегидрогеназа катализирует образование фумаровой 



кислоты за счет отщепления атомов водорода от каждого из двух -



углеродных атомов сукцината. Малоновая кислота (
–
ООС–СН2–СОО



–



), выступающая в роли ингибитора, способна связываться с фермен-



том, образуя комплекс [EI]. От единственного С-атома малоната от-



щепление атома водорода невозможно. Поэтому образующийся ком-



плекс [EI] может только распадаться на свободный фермент и инги-



битор. 



Для этой обратимой реакции связывания ингибитора с фер-



ментом: 



 
константа диссоциации (константа ингибирования) комплекса 



фермент-ингибитор, КI, равна: 
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Действие конкурентных ингибиторов можно представить в 



виде следующей схемы: 



 
Как упоминалось ранее, скорость образования продукта зави-



сит только от концентрации комплекса [ES]. Предположим, что I 



очень прочно связывается с ферментом (величина KI мала). Тогда ко-



личество свободного фермента [E], который мог бы связывать S, об-



разуя комплекс [ES] с распадом последнего на E + Р, будет весьма 



мало. Таким образом, скорость реакции, т. е. скорость образования Р, 



будет мала. При той же концентрации слабо связывающегося инги-



битора (величина KI велика) катализируемая реакция существенно не 



замедлится. Предположим теперь, что при фиксированной концен-



трации ингибитора, I, концентрация субстрата растет. Это повышает 



вероятность образования комплекса [ES] по сравнению с концентра-



цией комплекса [EI]. С увеличением отношения [ES]/[EI] будет расти 



и скорость реакции. При достаточно высокой концентрации S кон-



центрация комплекса [EI] станет исчезающе малой. Но тогда ско-



рость катализируемой реакции будет такой же, как и в отсутствие I. 



Графическая оценка констант конкурентного ингибиро-



вания 



На рис. 6.4 приведен график Лайнуивера–Берка для случая ти-



пичного конкурентного ингибирования. Начальную скорость реак-



ции, V0, измеряют при разных значениях концентрации S, но при 



фиксированной концентрации ингибитора.  
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Рис. 



6.4 



График Лайнуивера–Берка для случая классического 



конкурентного ингибирования. +[I] – первая концентра-



ция ингибитора, +2[I] – вторая концентрация ингибито-



ра. Часто начальную скорость реакции обозначают не 



символом V0, а символом v, как на данном графике. 



Прямые, проведенные через полученные экспериментальные 



точки, отсекают на оси у один и тот же отрезок. Длина этого отрезка 



равна величине l/Vmax. Это означает, что при бесконечно большой 



концентрации S (1/[S] → 0) Vmax будет такой же, как и в отсут-



ствие ингибитора. Однако длина отрезка, отсекаемого на оси х (эта 



величина определяет значение КM), в присутствии ингибитора 



уменьшается (–1/K′M < –1/KM). Следовательно, конкурентный инги-



битор увеличивает кажущееся значение КM (К′M) для субстрата. Для 



простого конкурентного ингибирования длина отрезка, отсекаемого 



на оси х, будет равна: 
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Зная величину KM в отсутствие I, из этого уравнения можно 



определить значение KI. Значения KI для ряда аналогов субстрата, 



т. е. конкурентных ингибиторов, показывают, какой из них является 



наиболее эффективным. Ингибиторы, характеризующиеся наимень-



шими величинами KI, даже при малых концентрациях могут оказы-



вать сильное ингибирующее действие на активность фермента. 



Многие лекарственные препараты, широко использующиеся в 



клинике, действуют как конкурентные ингибиторы очень важных 
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ферментов, функционирующих как в микробных, так и в животных 



клетках. 



Обратимое неконкурентное ингибирование 



Как следует из самого термина – неконкурентное ингибирова-



ние, в этом случае конкуренция между S и I за сайт связывания от-



сутствует. При этом ингибитор обычно ничем не напоминает S и, как 



можно предполагать, связывается в участке фермента, отличном от 



активного центра. Обратимые неконкурентные ингибиторы снижают 



максимальную скорость реакции при данном количестве фермента, 



но, как правило, не влияют на величину KM. Поскольку I и S связы-



ваются с разными центрами, возможно образование как комплекса 



[EI], так и комплекса [EIS]. Комплекс [EIS] также распадается с обра-



зованием продукта, однако с меньшей скоростью, чем при распаде 



комплекса [ES]; поэтому в присутствии таких ингибиторов реакция 



замедляется, но не останавливается. Ниже указаны возможные вари-



анты образования комплексов [ES], [EI], [EIS] и пути их распада: 



. 



На рис. 6.5 представлена зависимость 1/V0 от 1/[S] в присут-



ствии и в отсутствие ингибитора (предполагается, что связывание I 



не приводит к существенным изменениям в структуре активного цен-



тра). 
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Рис. 6.5. Графическое изображение обратимого неконкурент-



ного ингибирования в координатах Лайнуивера–



Берка. – I – ингибитор отсутствует, + I – ингибитор 



присутствует. Начальная скорость реакции обозначе-



на символом v 



Необратимое неконкурентное ингибирование 



Ферментативная активность может уменьшаться в присут-



ствии многих «ядов», таких как иодацетамид, ионы тяжелых метал-



лов (Ag
+
, Hg



2+
), окисляющие агенты и т.д. В присутствии одного или 



нескольких субстратов или продуктов скорость инактивации фермен-



та может снижаться. Кинетический анализ, применимый к обратимо-



му неконкурентному ингибированию, о котором шла речь ранее, мо-



жет оказаться неприемлемым для того, чтобы отличить действие 



ферментных ядов от действия неконкурентных обратимых ингибито-



ров. Обратимое неконкурентное ингибирование встречается сравни-



тельно редко. К сожалению, оно не всегда выявляется, поскольку и 



обратимый, и необратимый типы неконкурентного ингибирования 



характеризуются сходной кинетикой. 



Бесконкурентное ингибирование 



В редких случаях степень торможения активности фермента 



может увеличиваться с повышением концентрации субстрата. Для это-
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го типа торможения был предложен термин «бесконкурентное инги-



бирование». 



Бесконкурентное ингибирование имеет место, когда ингиби-



тор взаимодействует с ферментом только в составе фермент-



субстратного комплекса [ES], но не со свободным ферментом. 



Субстрат, связываясь с ферментом, изменяет его конформа-



цию, что делает возможным связывание ингибитора. В свою очередь 



ингибитор, так меняет конформацию фермента, что катализ стано-



вится невозможным и продукты реакции не образуются. На рис. 6.6 



представлена зависимость 1/V0 от 1/[S] в отсутствие и в присутствии 



бесконкурентного ингибитора. 



 
Рис. 6.6. Графическое изображение бесконкурентного ингиби-



рования в координатах Лайнуивера–Берка. – I – инги-



битор отсутствует, + I – ингибитор присутствует. 



Начальная скорость реакции обозначена символом v 



Таким образом, один из механизмов бесконкурентного тор-



можения обусловлен возможностью соединения ингибитора с ком-



плексом [ES] с образованием неактивного или медленно реагирую-



щего тройного комплекса [EIS]. 



Ингибирование субстратом – частный случай бесконкурентно-



го торможения, когда две молекулы субстрата связываются с фер-



ментом, что препятствует образованию продукта. 



Активность многих ферментов тормозится избытком субстра-



та, причем известно несколько механизмов этого процесса. 



1. Если в образовании фермент-субстратного ком-



плекса участвует несколько функциональных групп фермента, 
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то возможно одновременное связывание в активном центре 



двух или более молекул субстрата, что приводит к образова-



нию неактивного комплекса. 



2. В случае избытка субстрата возможно его связы-



вание не только в активном центре, но и с другими химиче-



скими группировкам, функционально связанным с активным 



центром. Такого рода взаимодействие может помешать фер-



ментативной реакции. 



3. Увеличение концентрации субстрата может по-



высить ионную силу реакционной среды и, как следствие, за-



тормозить скорость ферментативной реакции. 



Принцип метода 



В теоретическом приложении к лабораторной работе № 5 бы-



ло указано, что скорости ферментативных реакций рассчитывают ли-



бо по убыли исходных веществ, т. е. субстратов, подвергающихся 



каталитическому воздействию, либо по образованию и накоплению 



продуктов реакции в единицу времени. Одним из примеров реакций, 



часто используемых в лабораторных практикумах для определения 



кинетических параметров, является реакция гидролиза крахмала под 



действием амилазы слюны. Следует, однако, помнить, что коррект-



ное определение главных кинетических параметров ферментативных 



реакций – константы Михаэлиса, КM, и максимальной скорости, Vmax, 



возможно только в условиях начальной стадии процесса, когда кон-



центрация субстрата велика и практически соответствует его исход-



ному количеству, фермент находится в состоянии насыщения и, сле-



довательно, скорость реакции пропорциональна концентрации фер-



мент-субстратного комплекса [ES]. Вполне понятно, что при высокой 



концентрации субстрата, как это имеет место в случае гидролиза 



крахмала, следить за начальной скоростью реакции по его убыли за-



труднительно. Поэтому наиболее грамотно определять начальную 



скорость процесса не по убыли субстрата, а по накоплению продукта 



реакции. 



Исходя из сказанного выше, удобной системой для расчета КM 



и Vmax в условиях in vitro может быть ацетилхолинэстераза мембран 



теней эритроцитов, которая катализирует реакцию гидролиза слож-



ноэфирной связи в ацетилхолине с образованием холина и ацетата: 
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В ферментативной кинетике успех определения кинетических 



параметров зависит не только от выбранной ферментной системы, но 



и от чувствительности и адекватности метода анализа продукта или 



продуктов реакции. В нашем случае в качестве субстрата ацетилхо-



линэстеразы целесообразно использовать не ацетилхолин, а его ана-



лог – ацетилтиохолин: 



. 



Главная идея использования ацетилтиохолина в качестве суб-



страта ацетилхолинэстеразы заключается в том, что в результате гид-



ролиза тиоэфирной связи в этом субстрате один из продуктов реак-



ции – тиохолин содержит сульфгидрильную группу: 



. 



Накапливающийся тиохолин взаимодействует с 5,5'-



дитиобис[2-нитробензойной кислотой] (реактив Эллмана) с образо-



ванием 2-нитро-5-меркаптобензойной кислоты, которая окрашена в 



желтый цвет, причем интенсивность окраски пропорциональна со-



держанию в реакционной смеси 2-нитро-5-меркаптобензойной кис-



лоты и, следовательно, тиохолина.  



Приведенные ранее рассуждения позволяют сделать вывод о 



том, что система ацетилхолинэстераза–ацетилтиохолин является во 



всех отношениях удобной не только для расчета значений КM и Vmax 



реакции гидролиза ацетилтиохолина, но позволяет также определить 



значение константы ингибирования этой реакции, КI, при использо-



вании в качестве ингибитора естественного субстрата ацетилхо-



линэстеразы – ацетилхолина. 



Контрольные вопросы 
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1. Влияние концентрации субстрата на скорость 



ферментативных реакций. 



2. Уравнение Михаэлиса–Ментен. Уравнение Лай-



нуивера-Берка. 



3. Графическое определение величины константы 



Михаэлиса. 



4. Типы ингибирования активности ферментов. 



Графическое определение величин констант Михаэлиса в от-



сутствие и в присутствии ингибиторов. 



5. Принцип метода определения кинетических па-



раметров реакции гидролиза сложноэфирной связи под дей-



ствием ацетилхолинэстеразы. 
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ХОД РАБОТЫ 



 



Цель 



работы: 



Определение кинетических параметров фермен-



тативных реакций.  Регуляция активности фер-



ментов 



Задание I Определить значения KM и Vmax реакции гидроли-



за крахмала под действием  бактериальной ами-



лазы  



Определение кинетических параметров, KM и Vmax, реакции 



гидролиза крахмала под действием  бактериальной амилазы 



1. В 5 пробирок вносят по 1 мл препарата амилазы 



слюны. Затем в каждую добавляют по 1 мл воды. 



2. Пробирки инкубируют в термостате 38 °С в те-



чение 1 мин. 



3. Последовательно, точно отметив начальное вре-



мя реакции, в каждую пробирку добавляют по 1 мл раствора 



крахмала в концентрации, указанной в таблице: 



№ пробирки 1 2 3 4 5 



Концентрация 



крахмала, мМ 



2 1 0,5 0,25 0,125 



 



4. В каждую пробирку добавляют 200 мкл раствора 



I2 в KI (реактива Люголя). Пробы инкубируют в течение 



10 мин. 



5. Определяют оптическую плотность при  = 



620 нм. Полученные результаты представляют в виде следу-



ющей таблицы: 



6.  



№ пробирки Концентрация крах- А620 



Задание II Определить кинетические параметры KM и Vmax 



реакции гидролитического расщепления ацетил-



тиохолина с участием холинэстеразы и характер 



ингибирующего действия ацетилхолина на гид-



ролиз ацетилтиохолина под действием хо-



линэстеразы мембран теней эритроцитов  
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мала, мМ  



1 2  



2 1  



3 0,5  



4 0,25  



5 0,125  



   



7. Строят график зависимости Vотн от S. По гра-



фику Лайнуивера–Берка определяют значение КM  



Влияние активаторов и ингибиторов на кинетические па-



раметры бактериальной амилазы 



1. В 10 пробирок вносят по 1 мл раствора фермен-



та. 



2. В первые 5 пробирок (серия № 1) добавляют по 



1 мл 1-ного% раствора NaCl, в оставшиеся (серия № 2) – по 



1 мл 2%-ного раствора CuSO4. 



3. Пробирки инкубируют в термостате при 38 °С в 



течение 1 мин. 



4. Добавление 1 мл субстрата в указанной в табли-



це концентрации (см. предыдущее задание) проводят попарно 



в каждую серию пробирок, например, через 2 мин. 



5. В каждую пробирку добавляют 200 мкл раствора 



I2 в KI. Пробы инкубируют в течение 10 мин. 



6. Проводят фотометрирование образцов при  = 



620 нм. Полученные результаты представляют в виде следу-



ющей таблицы: 



 



№ пробирки 



 



А620 



Серия №1            



(без ингибитора) 



Серия №2                



(с ингибитором) 



1   



2   
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3   



4   



5   



7. Строят график зависимости Vотн от S для пер-



вой (с NaCl) и второй (с СuSO4) серий проб. Рассчитывают KM  



и Vmax для скорости реакции расщепления крахмала в отсут-



ствии  и присутствии ингибитора, пользуясь графиком Лай-



нуивера–Берка. 



 



Приготовление калий-фосфатного буферного раствора 



1. В 100 мл стакан вносят 13,61 г КН2РО4, добав-



ляют дистиллированной воды до отметки 70 мл и ставят на 



магнитную мешалку до полного растворения. 



2. Доводят до значения рН 8,0 раствором гидрок-



сида калия, а затем доводят до метки 100 мл дистиллирован-



ной водой. 



Приготовление раствора субстрата холинэстеразы (аце-



тилтиохолина йодида) 



1. Для приготовления 0,075 М раствора растворяют 0,22 г 



ацетилтиохолин йодида в 10 мл дистиллированной воды. Дер-



жать на холоде! 



Приготовление реактива Эллмана 



1. Для получения 10 мМ раствора реактива Эллмана 37 мг 



5,5'-дитиобис 



[2-нитробензойной] кислоты растворяют в 10 мл 0,1 М калий-



фосфатного буфера рН 7,0. Перемешивают до полного растворения. 



2. В полученный раствор добавляют 15 мг бикарбоната 



натрия и снова перемешивают. 



 



Определение кинетических параметров, KM и Vmax, реакции 



гидролиза ацетилтиохолина под действием  ацетилхолинэстера-



зы 



1. В пяти пробирках в соответствии с приведенной 



ниже таблицей готовят разведения ацетилтиохолина (исходная 



концентрация 10
 –3



 М): 
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№ пробирки 



(разведения) 



Концентрация  



АТХ, мМ  



VАТХ ,  



мл 



Vбуфер
* )



,  



мл 



1 1 2 0 



2 0,5 1 1 



3 0,4 0,8 1,2 



4 0,2 0,4 1,6 



5 0,1 0,2 1,8 



*)
 – 0,1 М натрий-фосфатный буфер рН 7,40 (далее – «буфер») 



 



2. В фотометрическую кювету вносят: 



0,5 мл мембран эритроцитов; 



0,2 мл буфера; 



0,5 мл реактива Эллмана. 



Смесь тщательно перемешивают. 



3. Затем, по секундомеру, в кювету при тщатель-



ном перемешивании добавляют 0,5  мл раствора АТХ из про-



бирки № 1 (см. таблицу). 



4. Кювету помещают в спектрофотометр и через 



10 секунд после внесения АТХ обнуляют значение оптической 



плотности при 412 нм. 



5. Регистрируют изменение оптической плотности 



при 412 нм в течение 2 мин с интервалом 20 секунд (9 точек). 



6. Для разведений субстрата в пробирках № 2, № 3, 



№ 4 и № 5 (см. таблицу) манипуляции повторяют согласно 



пунктам 2–5. 



7. Полученные данные заносят в таблицу. 



 



t,  се-



кунды 



Оптическая плотность, А412 



Разведе-



ние № 1 



Разведе-



ние № 2 



Разведе-



ние № 3 



Разведе-



ние № 4 



Разведе-



ние № 5 



0 0 0 0 0 0 



20      



40      
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60      



80      



100      



120      



140      



160      



180      



8. Результаты измерений отражают графически в 



виде зависимостей оптической плотности от времени, харак-



теризующих кинетику данной ферментативной реакции при 



разных концентрациях субстрата (все пять графиков строят на 



одних координатных осях). 



9. Затем строят график зависимости скорости дан-



ной ферментативной реакции от концентрации субстрата. 



Скорость реакции выражают в значениях оптической плотно-



сти от концентрации АТХ (то есть для каждого разведения), 



полученных в один и тот же промежуток времени. Для по-



строения графика используют значения оптической плотно-



сти, полученные через 60 с от начала реакции. График строят в 



соответствии с ниже приведенной таблицей: 



№ разве-



дения 



Концентрация  



АТХ, мМ  



Данные для постро-



ения графика по 



уравнению Миха-



элиса-Ментен 



Данные для по-



строения графика 



Лайнуивера-



Берка 



Конечная 



концентрация 



АТХ (в кюве-



те), мМ 



А412 



при 



t=60 



c 



1/[АТХ]*
) 



1/А412 



1 1     



2 0,5     



3 0,4     



4 0,2     



5 0,1     



*
)
 – [АТХ] – конечная концентрация АТХ. 
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10. Полученную зависимость преобразуют в коор-



динатах Лайнуивера–Берка в соответствии с таблицей и рас-



считывают значения KM и Vmax, характеризующие гидролити-



ческое расщепление АТХ под действием ацетилхолинэстера-



зы. 



Влияние ингибитора на кинетические параметры ацетил-



холин-эстеразы 



1. В фотометрическую кювету вносят: 



0,5 мл мембран эритроцитов; 



0,5 мл реактива Эллмана. 



Смесь тщательно перемешивают 



2. Затем, по секундомеру, в кювету при тщатель-



ном перемешивании одновременно добавляют 0,5 мл раствора 



АТХ из пробирки № 1 и 0,2 мл раствора ацетилхолина (инги-



битора). 



Примечание: в данном случае используют 



разведения, приготовленные в предыдущем опыте. 



3. Дальнейшие манипуляции соответствуют пунк-



там 4–10 предыдущего опыта. 



 



Примечание: для наглядности, зависимости 



оптической плотности от концентрации АТХ в коор-



динатах Михаэлиса–Ментен и Лайнуивера–Берка в 



отсутствии и присутствии ингибитора строят на од-



них графиках. 



4. Делают выводы о характере ингибирования. 



Оформление работы 



К занятию: 



1. Кратко законспектировать теоретические мате-



риалы к лабораторной работе. 



Во время занятия: 



2. Описать этапы работы. 



3. Оформить результаты в виде таблиц, графиков и 



полученных на их основе значений KM  и Vmax. 



Сделать выводы по каждому из опытов. 
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