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топлазматической β-глюкозидазы принимали 
участие карбоксильная группа глутаминовой или 
аспарагиновой кислот, а также имидазольная груп-
па гистидина [6]. На высокоочищенных препаратах 
цитоплазматической β-глюкозидазы было выявле-
но, что в условиях гипоксического стресса у рас-
тений изменялась как активность, так и кинетиче-
ские характеристики фермента по отношению к 
расщепляемым гликозидам, такие как Km и Vmax 
[7, 8]. Сдвигался оптимум рН цитоплазматической 
β-глюкозидазы у растений в этих же условиях с 5,6 
до 5,3, а связанной с клеточными стенками адсор-
бированной и ионосвязанной формы с 4,8 до 4,3 
[5].

Известно, что спиртовая ферментация имеет 
место на первых этапах прорастании семян разных 
растений из-за слабой проницаемости семенной 
кожуры, что вызывает образование и накопление 
не только этанола, но и этил-β-гликозида [9]. При 
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В ряде работ было показано, что кроме гидро-

литического расщепления β-гликозидной связи в 
алкил- или арилгликозидах β-глюкозидазы (КФ 
3.2.1.21) некоторых растений [1] и многих микро-
организмов [2—4] участвуют в реакциях транс-
гликозилирования, при этом в качестве акцепторов 
могли выступать как различные спирты, так и оли-
госахариды.

В проростках гороха ранее [5] было обнаруже-
но, что β-глюкозидаза может быть представлена 
цитоплазматической и связанной с клеточными 
стенками молекулярными формами, которые раз-
личались по ряду физико-химических свойств, 
таких как оптимум температуры и рН, специфич-
ностью к природным и синтетическим арилглико-
зидам и т.д. Установлено, что в акте катализа ци-
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Аннотация. Установлено наличие трансгликозидазной активности у цитоплазматической и свя-
занных с клеточной стенкой молекулярных форм β-глюкозидазы проростков гороха в присутствии 
спиртов (этанол, бутанол, пропанол), которая вызывала повышение активности фермента на 15—40 % 
в зависимости от природы и концентрации спиртов. При действии гипоксии на проростки только 
бутанол стимулировал трансгликозидазную активность адсорбированной и ионосвязанной с клеточ-
ной стенкой молекулярных форм β-глюкозидазы. У растений, экспонированных в CO2-среде, актив-
ность цитоплазматической и адсорбированной на клеточной стенке β-глюкозидазы в присутствии 
этанола увеличивалась на 10—15 %, а бутанола — на 15—35 % за счет реакций трансгликозилирова-
ния. Показано наличие существенных различий цитоплазматической и связанных с клеточной стен-
кой молекулярных форм β-глюкозидазы растений гороха по физико-химическим свойствам, включая 
трансгликозидазную активность.
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Abstract. Occurrence of translycosidase activity in cytoplasmic and cell wall-bounded molecular forms 
of β-glycosidase of pea seedlings under presence of alcohols (ethanol, butanol, and propanol) which induced 
an increase of enzyme activity for 15—40 % depending on nature and alcohol concentration was detected. 
During hypoxia effect on seedlings only butanol stimulated transglycosidase activity of adsorbed and ion-
bounded to cell wall molecular forms of β-glycosidase. In plants exhibited to CO2-media the activity of 
cytoplasmic and adsorbed on cell wall β-glucosidase in presence of ethanol increased for 10—15 % and 
butanol for 15—35 % by means of transglycosilation. Existence of signifi cant differences of cytoplasmic 
and cell wall-bounded molecular forms of β-glycosidase in pea plants for physicochemical properties includ-
ing translycosidase activity was shown.
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этом, как считает ряд авторов [10], использование 
спиртов у растений в анаэробных условиях в каче-
стве субстрата было более предпочтительнее, чем 
обычного субстрата глюкозы.

Исследовали трансгликозидазную активность 
у разных молекулярных форм β-глюкозидазы рас-
тений гороха, помещенных в условиях гипоксии и 
СО2-среды.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объектом исследования служили листья 

10-дневных проростков гороха (Pisum sativum) со-
рта «Рамонский 77», выращенных гидропонным 
методом на свету. Проростки растений без корней 
и семядолей помещали в различные газовые среды: 
воздух, углекислый газ и азот (коммерческий из 
баллонов), которые пропускали через затемненные 
вакуум-эксикаторы со скоростью 25 см3/с [9]. Ци-
топлазматическую β-глюкозидазу выделяли и 
очищали по отработанной ранее методике [7]. 
Связанные с клеточной стенкой молекулярные 
формы фермента получали экстрагированием 
фракции клеточных стенок 0,2 М фосфатно-
цитратным буфером рН 6,0 (адсорбированная 
форма) или 1 М NaCl (ионосвязанная форма). 
Дальнейшая очистка всех форм β-глюкозидаз вклю-
чала высаливание сульфатом аммония и гель-
хроматографию на G-25. Активность фермента 
определяли с р-НФГ по количеству отщепившего-
ся р-нитрофенола. За единицу активности (Е) 
фермента принимали то его количество, которое 
катализировало расщепление 1 мкмоль субстрата 
в 1 мин при 37 °С и рассчитывали на мг белка по 
Лоури или спектрофотометрически при 260 нм 
(СФ-56, Россия). При изучении трансгликозидаз-
ной активности молекулярных форм фермента в 
реакционную среду в качестве акцепторов вносили 
этанол, бутанол, пропанол в концентрации 0,5—2,5 
М. Эксперименты проводились в двух повторно-
стях. Приведены результаты из серии типичных 
опытов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
При выделении и очистке β-глюкозидазы рас-

тений гороха были получены ферментативные 
препараты β-глюкозидазы. Для цитоплазматиче-
ской формы фермента степень очистки составляла 
16,7 и удельной активностью 198,5 Е/мг белка, для 
адсорбированной — 20,9 и удельной активности 
266 Е/мг белка, ионосвязанной — 7,2 и удельной 
активностью 113,7 Е/мг белка. Скорость реакции 
трансгликозилирования оценивали, сравнивая ак-
тивность β-глюкозидазы в реакционной среде без 

спиртов и в их присутствии. Показано [3], что 
спирты как более сильные нуклеофилы, чем вода, 
вступают в реакции трансгликозилирования, вы-
зывая увеличение темпов расщепления гликозидов, 
и это позволяет оценить скорость данных реакций. 
В случае изменения концентраций спирта и усло-
вий реакции (рН, температуры) можно ожидать 
более эффективного образования соответствующих 
алкилглюкозидов [2]. В наших опытах у растений 
наблюдалась активация ферментов в зависимости 
как от концентрации спиртов, так и от длины ал-
кильной цепи только для адсорбированной и ион-
носвязанной с клеточной стенкой формами фер-
мента. При этом максимальная активность связан-
ных с клеточной стенкой молекулярных форм 
фермента была выявлена в присутствии 2,5 М бу-
танола и составляла 117 % и 116 % соответственно. 
При тех же концентрациях этанол и пропанол не 
изменяли активности. В тоже время, в опытах на-
блюдали увеличение активности цитоплазматиче-
ской β-глюкозидазы в присутствии пропанола на 
40 % при его концентрации в среде 0,5 М. Этанол 
в той же концентрации повышал активность фер-
мента лишь на 30 % (рис. 1). Однако, с увеличени-
ем концентрации этанола до 2,0—2,5 М активность 
цитоплазматической β-глюкозидазы, наоборот, 
снижалась. Бутанол не вызывал изменения скоро-
сти гидролиза р-НФГ при всех концентрациях в 
реакционной среде. Увеличение активности свя-
занной с клеточными стенками β-глюкозидазы 
ранее наблюдали для растений миндаля и риса в 
присутствии различных олигосахаридов в концен-
трации 0,5—2,0 М [3]. Для цитоплазматической 
формы фермента трансгликозидазная активность 
наблюдалась в присутствии глицерола [2].

Обнаружено, что при действии гипоксии на 
растения трансгликозидазная активность цитоплаз-
матической β-глюкозидазы не проявлялась при 
внесении всех используемых спиртов в реакцион-
ную среду. В тоже время для адсорбированной 
формы в присутствии 2,5 М бутанола наблюдалось 
повышение активности фермента на 20 %, а для 
ионосвязанной с клеточной стенкой формы фер-
мента даже на 30 %, что свидетельствует о прояв-
лении трансгликозидазной активности ферментов. 
Этанол и пропанол в этом случае практически не 
оказывали влияния на активность данных молеку-
лярных форм фермента (табл. 1).

При действии СО2-среды, которая усиливает 
все эффекты гипоксии на структуру и функциони-
рование мембран, активность ферментов цикла 
Кребса и ГАМК-шунта, глиоксилатного пути у 
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растений [9], активность всех молекулярных форм 
фермента не изменялась в присутствии в реакци-
онной среде пропанола. Однако, при действии 
этанола в концентрации 0,5 М активность цито-
плазматической β-глюкозидазы увеличивалась на 
10 %, а при 2,5 М этого спирта активность связан-
ных с клеточными стенками молекулярных форм 
возрастала на 15 %. В присутствии же бутанола 
(табл. 1) активность цитоплазматической β-глюко-
зидазы увеличивалась на 15 %, а связанной с кле-
точными стенками еще более значительно и для 
адсорбированной формы составило 135 %, а ион-
носвязанной — 125 % от контроля.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенных исследований было пока-

зано, что β-глюкозидаза растений гороха наряду с 
гликозидазной проявляла трансгликозидазную ак-

тивность в присутствии спиртов этанола, бутанола, 
пропанола как акцепторов, что приводило к нако-
плению соответствующих алкилгликозидов. Однако 
эффективность реакций трансгликозидирования 
зависела от концентрации используемых акцепто-
ров. Показано, что для связанной с клеточной стен-
кой молекулярных форм β-глюкозидаз четко про-
являлась зависимость трансгликозидазной актив-
ности ферментов от длины алкильной цепи иссле-
дуемых спиртов и их концентрации. Она изменялась 
также, если ферментные препараты выделялись из 
растений гороха, подвергнутых воздействию гипок-
сии и СО2-среды. Трансгликозидазная активность 
фермента растений, находящихся в условиях гипок-
сии у цитоплазматической формы не проявлялась, 
а у клеточносвязанных форм она обнаруживалась 
только в присутствии бутанола. В тоже время при 
действии СО2-среды на растения трансгликозидаз-

Рис. 1. Скорость трансгликозидазной реакции цитоплазматической β-глюкозидазы растений гороха при использо-
вании разных спиртов в качестве акцептора (1-этанол, 2-пропанол, 3-бутанол)

Таблица 1
Влияние спиртов на активность цитоплазматической (Glu I ) и связанных с клеточной стенкой 

адсобированной (Glu II), ионосвязанной (Glu III) молекулярных форм β-глюкозидазы проростков гороха в 
условиях разных газовых сред (а — воздух, b — гипоксия, c — СО2-среда; при концентрации спирта 0,5* и 2,5 

М, % — от контроля в отсутствии спиртов)

Спирты

Молекулярные формы β-глюкозидазы

Glu I Glu II Glu III

а b c a b c a b c

Этанол 132,8* 87,6* 111,4* 101,7 104,5 114,0 114,7 108,7 105,4

Пропанол 140,4* 99,1* 88,6* 98,3 100 106,0 103,9 105,5 96,8

Бутанол 85,5 99,1 116,4 116,5 122,7 134,0 115,9 130 125,0
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ная активность проявлялась как в присутствии 
этанола, так и бутанола, но при разных концентра-
циях спиртов для цитоплазматической и связанной 
с клеточными стенками молекулярных форм 
β-глюкозидазы. Это еще раз подтверждает наличие 
существенных различий цитоплазматической и 
связанных с клеточной стенкой молекулярных форм 
β-глюкозидазы растений гороха по физико-
химическим свойствам, включая трансгликозидаз-
ную активность по отношению к низкомолекуляр-
ным спиртам. Предполагается, что способность к 
вторичной метаболизации гликозидов является 
одной из важнейших сторон механизма адаптации 
растений к недостатку кислорода, который и сопро-
вождался дефицитом субстратов дыхания [10].
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