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Из почек быка выделена и частично очищена растворимая нуклеозидтрифосфатаза (NTP-аза), 
отличающаяся по ряду свойств от известных белков с NTP-азной активностью. Энзим проявляет 
максимальную активность при рН 7,5, он абсолютно зависим от ионов двухвалентных металлов и по 
данным гель-хроматографии имеет молекулярную массу 60 кДа. NTP-аза подчиняется кинетике Ми-
хаэлиса-Ментен в исследованном диапазоне концентраций субстрата 45–440 мкМ, при этом значение 
кажущейся Km для инозинтрифосфата составляет 23,3 мкМ. Исследованный энзим обладает широкой 
субстратной специфичностью, катализируя гидролиз различных нуклеозид-5′-три- и дифосфатов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: нуклеозидтрифосфатаза, субстратная специфичность, кинетические 
свойства, почки быка.

Нуклеозидтрифосфатаза (NTP-аза, 
КФ 3.6.1.15) объединяет гетерогенную 
группу энзимов эукариотного, прока-

риотного и вирусного происхождения. В эука-
риотных организмах к представителям данной 
группы относятся NTP-азы ядерной оболочки 
и матрикса [1], наружной оболочки хлороплас-
тов [2], лизосом [3], митохондрий [4] и рибо-
сом [5]. Мембраносвязанная NTP-аза выделена 
и очищена из клеток бактерии Еscherichia coli 
[6]. Большинство NTP-аз, кодируемых гено-
мами вирусов, представляют собой геликазы 
[7–9] или многофункциональные белки, обла-
дающие дополнительно гуанилтрансферазной, 
метилтрансферазной, РНК-полимеразной или 
протеазной активностью [10, 11]. Существует 
также большое число энзимов с широкой суб-
стратной специфичностью в отношении нук-
леозидтрифосфатов, которые не относятся к 
NTP-азам. Это представители Р-, F-, V-типов 
мебраноассоциированных АТР-аз [12–16] и се-
мейства апиразных белков (КФ 3.6.1.5), содер-
жащих в своем составе консервативные гомо-
логичные регионы ACRs [17, 18].

В настоящее время известно несколько 
растворимых энзимов эукариотного проис-
хождения, обладающих NTP-азной активнос-
тью. Так, было показано, что в печени крысы 
содержатся цитозольные NTP-азы с молеку-
лярной массой 125 и 65 кДа и рН-оптимумом 

8,6–9,6 [19] и 4,0–4,5 соответственно [20]. Из 
сыворотки крови человека очищена металл-
независимая NTP-аза с молекулярной массой 
75 кДа и рН‑оптимумом 3,0 [12]. Другая кислая 
NTP‑аза, проявляющая максимальную актив-
ность при рН 5,0–5,5, выявлена в лизосомах 
клеток печени и почек крысы [3]. Очень мощ-
ная дитиолактивируемая апираза присутству-
ет в клетках простейшего паразита Toxoplasma 
gondii. Этот фермент локализован в цитозоле, 
имеет молекулярную массу 240–260 кДа и 
рН‑оптимум 7,1–7,5 [21]. NTP-азной активно
стью также обладают механохимические АТР-
азы цитоскелета – миозин (КФ 3.6.4.1), кине-
зин (КФ 3.6.4.4) и цитоплазматический динеин 
(КФ 3.6.4.2) [22, 23].

Ранее в почках быка нами были обнару-
жены две растворимые NTP-азы с молекуляр-
ной массой 146 и 60 кДа [13]. Цель настоящей 
работы – исследование субстратной специфич-
ности и кинетических свойств частично очи-
щенного энзима с более низкой молекулярной 
массой (60 кДа).

Материалы и методы

В работе использовали сефакрил S‑200 
(«Pharmacia», Швеция), гидроксиапатит 
(«Fluka», Швейцария), ДЭАЭ-тойоперл 650М, 
тойоперл HW-60 («Toyo Soda Co», Япония), 
молселект G-75, альбумин из сыворотки чело-
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века (ЧСА), α-химотрипсиноген, гемоглобин, 
пируваткиназа, лактатдегидрогеназа, алкоголь-
дегидрогеназа, нуклеозидфосфаты («Reanal», 
Венгрия), овальбумин, миоглобин («Serva», 
Германия), цитохром с («Sigma», США), осталь-
ные реагенты производства «Реахим» (Россия). 
Дополнительную очистку нуклеозидфосфатов 
проводили методом ионообменной хромато
графии на колонке (Ø 2,8 × 20 см) с сервацелом 
ДЭАЭ–32 («Reanal»).

NTP-азную активность измеряли по ско-
рости образования неорганического фосфата 
(Pi). Стандартная реакционная смесь содержала 
50 мМ трис-НСl-буфер (рН 7,5); 10 мМ МgCl2; 
0,5 мМ инозинтрифосфат (ITP); 50 мкг ЧСА 
и исследуемый образец белка в объеме 0,2 мл. 
Реакцию осуществляли при 37 °С в течение 
10–30 мин и останавливали добавлением 1,5 мл 
реагента для определения Pi в соответствии с 
методом [24]. За единицу активности (ед. акт.) 
принимали количество фермента, катализиру-
ющее образование 1 мкмоль Pi за 1 мин в стан-
дартных условиях опыта. Удельную активность 
выражали в ед. акт. ⋅ мг-1 белка.

Молекулярную массу и радиус Стокса (rh) 
NTP-азы определяли методом гель-фильтра-
ции на откалиброванной белками-стандарта-
ми колонке (Ø 2,2 × 46 см) с сефакрилом S-200, 
уравновешенной 20 мМ трис-НCl-буфером 
(рН 7,5), содержащим 0,1 М NaCl и 0,2 мМ 
ЭДТА. Свободный (V0) и общий (Vt) объемы ко-
лонки измеряли по объемам элюции голубого 
декстрана 2000 и Pi соответственно. Коэффи-
циенты распределения (Kav ) белков-маркеров 
вычисляли из выражения Kav = (Ve – V0)/(Vt – V0), 
где Ve – объем элюции. Хроматографию частич-
но очищенного препарата фермента осущест-
вляли со скоростью потока 5 см ⋅ ч-1; значения 
Mr и rh находили по графикам, построенным 
соответственно в координатах lgVe /V0 – lgMr и 
rh – (–lnKav)

1/2.
Концентрацию белка определяли спек

трофотометрически при 280 нм или по методу 
[25], используя ЧСА в качестве стандарта.

Статистическую обработку данных осу-
ществляли при помощи программы GraphPad 
Prism 3.0.

Результаты и обсуждение

Все операции по очистке энзима прово-
дились в холодной комнате при 4–6 °С. Для 
выделения NTP-азы образец почек быка мас-
сой 600 г, хранившийся при -20 °С, гомогени-
зировали в двух объемах 50 мМ трис-HCl-бу-
фера (рН 7,5), содержащего 0,15 М KCl и 1 мМ 
ЭДТА, в размельчителе тканей РТ-1 в течение 

2 мин при 4000 g ⋅ мин-1. Затем полученный го-
могенат центрифугировали 60 мин при 5000 g 
и фильтровали надосадочную жидкость через 
16 слоев марли. К экстракту добавляли сульфат 
аммония до 35%-го насыщения и центрифуги-
ровали при 5000 g в течение 60 мин для удале-
ния осадка. Супернатант пропускали со ско-
ростью 20 см ⋅ ч-1 через колонку (Ø 3,5 × 17 см) 
с тойоперлом HW-60, уравновешенную 20 мМ 
трис-HCl-буфером (pH 7,5), содержащим 
50 мМ KСl, 0,2 мМ ЭДТА и сульфат аммония 
35%-ного насыщения. Белок, не связавшийся с 
носителем, высаливали при 80%-ом насыще-
нии и центрифугировали при 5000 g в течение 
60 мин. Осадок растворяли в минимальном 
объеме 20 мМ трис-HCl-буфера (pH 7,5), содер-
жащего 50 мМ KСl и 0,2 мМ ЭДТА, затем хро-
матографировали на колонке (Ø 5,0 × 136 см) 
с молселектом G-75 в вышеназванном буфе-
ре со скоростью потока 9 см ⋅ ч-1. На данном 
этапе было обнаружено два пика NTP-азной 
активности, первый из которых вымывался во 
фракции свободного объема колонки, содер-
жащей белки с молекулярной массой выше 
80 кДа, а второй соответствовал интересую-
щему нас энзиму. Фракции этого пика объе
диняли и наносили на колонку (Ø 1,6 × 19 см) 
с ДЭАЭ-тойоперлом 650 М, уравновешенную 
тем же буфером. NTP-аза не связывалась с ад-
сорбентом. Для ее дальнейшей очистки рас-
твор пропускали через колонку (Ø 1,6 × 7,5 см) 
с гидроксиапатитом, уравновешенную 20 мМ 
К-фосфатным буфером (рН 7,2), и элюировали 
адсорбированный белок KCl с возрастающим 
линейным его градиентом от 50 до 450 мМ 
со скоростью 2,5 см ⋅ ч-1. Фракции с высокой 
удельной активностью, элюируемые из колон-
ки при концентрации соли 400–430 мМ, объе
диняли, концентрировали с помощью центри-
фужных фильтров и хроматографировали на 
калиброванной белками-стандартами колонке 
(Ø 2,2 × 46 см) с сефакрилом S-200 в 20 мМ 
трис-НCl-буфере (рН 7,5), содержащем 0,1 М 
NaCl, со скоростью потока 5 см ⋅ ч-1. Полу-
ченный частично очищенный препарат NTP-
азы из почек быка имел удельную активность 
30,3 Ед ⋅ мг-1, что в 252,5 раза превышает ак-
тивность экстракта.

Из полученных результатов очистки 
(таблица) видно, что наиболее эффективным 
этапом в данном процессе является адсорб
ционная хроматография на гидроксиапатите, в 
результате применения которой удельная ак-
тивность возрастает по отношению к предыду-
щей стадии в 123,6 раза. Следует отметить, что 
причина снижения удельной активности NTP-

експериментальні роботи
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азы в процессе гель-фильтрации на молселекте 
G-75 заключается не в инактивации исследу-
емого энзима, а в присутствии в почках быка 
нескольких растворимых белков с NTP-азной 
активностью. Действительно, как уже упоми-
налось, в процессе разделения компонентов 
сульфоаммонийного осадка по молекулярной 
массе было выявлено два пика NTP-азной ак-
тивности, один из которых элюируется в сво-
бодном объеме колонки (предел исключения 
для молселекта G-75 – 80 кДа), а другой соот-
ветствует белку с молекулярной массой 60 кДа. 
При этом в интересующем нас втором пике 
локализуется ~ треть активности. Из получен-
ных данных также очевидно, что исследуемая 
NTP-аза либо относится к категории основных 
белков, либо ее изоэлектрическая точка лежит 
в области нейтральных значений рН, посколь-
ку при рН 7,5 исследуемый энзим не способен 
связываться с анионообменным адсорбентом. 
Об основной природе NTP-азы может свиде-
тельствовать и ее поведение в процессе хро-
матографирования на гидроксиапатите. Этот 
энзим элюируется возрастающим градиентом 
KCl, что характерно для белков, несущих в ус-
ловиях фракционирования положительный за-
ряд, тогда как кислые белки при применении 
для элюции хлоридных солей, таких как KCl, 
NaCl или CaCl2, остаются прочно адсорбиро-
ванными [26].

При хроматографировании на калибро-
ванной белками-маркерами колонке с сефак-
рилом S‑200 (заключительный этап очистки) 
белок, обладающий NTP-азной активностью, 
выходит в виде единственного симметрично-
го пика. Молекулярная масса энзима, рассчи-
танная исходя из его элюционного поведения, 
составляет 60,4 кДа, радиус Стокса – 3,2 нм 
(данные не представлены).

Влияние ионов водорода на активность 
NTP-азы исследовали в интервале рН от 6,0 до 
10,0, используя в качестве буферных растворов 

Поэтапная очистка нуклеозидтрифосфатазы, выделенной из почек быка

Стадия очистки
Объем, 

мл
Общий 

белок, мг

Общая 
активность, 

ед.

Удельная 
активность, 

ед. ⋅ мг-1

Степень 
очистки, 

раз
Выход, %

Экстракт 1060 20818 2498 0,12 – 100

Тойоперл HW-60 900 16380 2457 0,15 1,25 98

Молселект G-75 250 3075 307,5 0,10 0,8 12

ДЭАЭ-тойоперл 650М 250 2100 294 0,14 1,2 12

Гидроксиапатит 15 3,0 53,4 17,8 148,3 2

Сефакрил S-200 5 0,7 21,0 30,3 252,5 1

25 мM малеат (pH 6,0), 50 мM трис–25 мM ма-
леат (pH 6,5–7,0), 50 мM трис-HCl (pH 7,5–9,0) 
и 50 мМ глицин (рН 9,5–10,0). Как видно на 
графике, изображенном на рис. 1, рН-оптимум 
энзима находится в области физиологических 
значений водородного показателя и составляет 
7,5. 

На рис. 2 в координатах Хейнса показана 
зависимость начальной скорости NTP-азной 
реакции от концентрации субстрата (ITP) в 
диапазоне 45–440 мкМ. Линейный характер 
графика свидетельствует о том, что в заданных 
нами условиях (рН 7,5, 10 мМ Mg2+) NTP-аза 
подчиняется кинетике Михаэлиса–Ментен. 
Кажущаяся Km, рассчитанная по уравнениям 
линейной регрессии для прямых в координа-
тах Хейнса, составляет 23,3 ± 6,7 мкМ (n = 4).

Эксперименты с катионами двухвалент-
ных металлов показали, что NTP-аза является 
металлозависимым энзимом. При этом макси-
мальная активность наблюдается при добавле-
нии в реакционную среду ионов Mg2+. Из чис-
ла других исследованных катионов Co2+, Ca2+, 

Рис. 1. Зависимость скорости нуклеозидтрифос-
фатазной реакции от рН
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Cu2+ и Zn2+ менее эффективны, а катионы Ba2+ 
не оказывают заметного активирующего дей
ствия (рис. 3).

При изучении субстратной специфичнос-
ти установлено, что NTP-аза с высокой скоро-
стью катализирует гидролиз UTP, ITP, CTP и 
XTP, но не столь эффективна по отношению к 
GTP. Скорость гидролиза ATP составляет лишь 
12% от максимальной активности, регистриру-
емой в присутствии UTP (рис. 4). На диаграм-
ме видно, что энзим способен осуществлять 
расщепление как нуклеозидтрифосфатов, так 
и нуклеозиддифосфатов. Однако нуклеозид-
монофосфаты не являются субстратами для 
данного белка. Таким образом, исследуемый 
энзим обладает апиразной активностью.

Экспериментальные данные, которыми мы 
располагаем в настоящее время, не позволяют 

определенно ответить на вопрос, является ли 
энзим из почек NTP-азой или он принадлежит 
к семейству апираз. В связи с этим необходимо 
отметить, что существующая ныне номенкла-
тура не всегда однозначна и зачастую один и 
тот же энзим может фигурировать под разны-
ми обозначениями. Так, например, изоформы 
апиразы из клеток паразита Toxoplasma gondii 
также известны как NTP-аза 1 и NTP-аза 3 [14]. 
Подобная ситуация продиктована главным об-
разом тем обстоятельством, что в основе клас-
сификации энзимов лежит тип катализируемой 
ими реакции (реакционная и субстратная спе-
цифичность). В соответствии с этим принци-
пом к NTP-азам относят энзимы, осуществля-
ющие реакцию NTP + H2O = NDP + фосфат, 
при этом оговаривается, что NTP-аза “также 
гидролизует другие нуклеозидтрифосфаты, ди-
фосфаты…”. Апираза – это энзим, катализиру-
ющий реакцию ATP + 2H2O = AMP + 2 фос-
фата, который “также действует на ADP и на 
другие нуклеозидтрифосфаты и дифосфаты” 

Рис. 2. Зависимость начальной скорости реак-
ции, катализируемой нуклеозидтрифосфатазой 
из почек быка, от концентрации ITP в коорди-
натах Хейнса

Рис. 3. Влияние катионов двухвалентных ме-
таллов на активность нуклеозидтрифосфатазы 
из почек быка 
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Рис. 4. Субстратная специфичность растворимой нуклеозидтрифосфатазы из почек быка
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[27]. Здесь можно указать лишь на тот факт, 
что известны апиразы, для которых ни ATP, 
ни ADP субстратами не являются [28]. Веро-
ятно, единственным и надежным признаком, 
позволяющим, обходя все эти двусмыслен-
ности и неопределенности, отнести тот или 
иной фермент к соответствующей группе, мо-
жет служить информация об аминокислотных 
последовательностях. Как уже упоминалось, 
апиразное семейство характеризуется наличи-
ем консервативных участков, гомологичных 
ACR-регионам “классической” картофельной 
апиразы [17], и именно по этому признаку в 
категорию апираз теперь попадают многие эн-
зимы, которые исходно считались NTP-азами 
[21, 29–31]. Однако какова бы ни была природа 
энзима, описанного нами, ни одна из извес-
тных NTP-аз или апираз животного, расти-
тельного или бактериального происхождения 
не обладает всей совокупностью присущих ему 
характеристик.

Энзимы с NTP-азной активностью вовле-
чены во многие процессы жизнедеятельности, 
принимая участие в двигательных процессах, 
ионном транспорте через мембраны, межкле-
точной коммуникации, репликации, репара-
ции и рекомбинации ДНК, осуществлении 
вирусных репликационных циклов, а также 
могут выполнять некоторые специфические 
функции в различных типах клеток и отдель
ных организмах [14, 18, 21, 32–38]. Конечно же, 
пока еще рано пытаться ответить на вопрос о 
метаболической роли исследуемой NTP-азы. 
Тем не менее, исходя из данных о ее субстрат-
ной специфичности, нам представляется веро-
ятным, что этот энзим, участвуя в регуляции 
метаболизма нуклеозид-5′-трифосфатов, мо-

жет иметь отношение к таким биохимическим 
процессам, как биосинтез активированных са-
харов, фосфолипидов или глюконеогенез.

Субстратна специфічність 
та кінетичні 
властивості розчинної 
нуклеозидтрифосфатази 
з нирок бика
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Із нирок бика виділено та очищено роз-
чинну NTP-азу, яка відрізняється за низкою 
показників від відомих білків, які мають NTP-
азну активність. Цей ензим виявляє макси-
мальну активність при рН 7,5, що абсолютно 
залежить від наявності іонів двовалентних ме-
талів і за показниками гель-хроматографії його 
молекулярна маса складає 60 кДа. У дослідже-
ному діапазоні концентрацій (45–440 мкМ) 
субстрата інозин-5′-трифосфату активність 
NTP-ази підпорядковується кінетиці Міхаелі-
са–Ментен, а показник уявної Km для нього 
дорівнює 23,3 мкМ. Цей фермент має широку 
субстратну специфічність до каталізу гідроліза 
різних нуклеозид-5′-три- та дифосфатів.

К л ю ч е в і  с л о в а: нуклеозидтрифос-
фатаза, субстратна специфічність, кінетичні 
властивості, нирки бика.
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substrate specificity and 
kinetic properties of a soluble 
nucleoside triphosphatase 
from bovine kidneys
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A. F. Makarchikov1,2
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S u m m a r y

Soluble nucleoside triphosphatase differing in 
its properties from all known proteins with NTPase 
activity was partially purified from bovine kidneys. 
The enzyme has pH optimum of 7.5, molecular 
mass of 60 kDa, as estimated by gel chromatogra-
phy, and shows an absolute dependence on diva-
lent metal ions. NTPase obeyed Michaelis-Menten 
kinetics in the range of substrate concentration 
tested from 45 to 440 µM; the apparent Km for ino-
sine-5′-triphosphate was calculated to be 23.3 µM. 
The enzyme was found to possess a broad substrate 
specificity, being capable of hydrolyzing various 
nucleoside-5′-tri- as well as diphosphates.

K e y  w o r d s: nucleoside triphosphatase, 
substrate specificity, kinetic properties, bovine 
kidney.
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