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Аннотация. Получены электрофоретически гомогенные препараты цитоплазматической и 
связанной с клеточными стенками β-глюкозидазы (КФ. 3.2.1.21), растений гороха. Методом SDS-
электрофореза показано, что обе молекулярные формы фермента являлись мономерами с молеку-
лярной массой 63  кДа и 30.9  кДа. Они отличались электрофоретической подвижностью, термо-
стабильностью и устойчивостью к низким значениям рН. Обе формы с наибольшей скоростью 
гидролизовали β-гликозидные связи в специфическом для растений гороха изосукцинимид-β-D-
глюкозиде (Km 0.58 мМ и 0.74 мМ), но при этом могли расщеплять салицин, целлобиозу, ламина-
рин, но не α- и β-D-галактопиранозиды.

Ключевые слова: β-глюкозидаза, горох, цитополазматическая, связанная с клеточной стенкой, 
очистка, молекулярная масса, субстратная специфичность, константа Михаэлиса,  термо и кислото-
стабильность.

Abstract. Electrophoretically homogeneous specimens of cytoplasmic and cell-wall bound 
β-glucosidase (EC 3.2.1.21) of pea plants were obtained. By SDS-electrophoresis was shown that two 
molecular forms of enzyme appeared to be monomers with molecular mass 63 kDa and 30.9 kDa. They 
were different by electrophoretic mobility, thermostability and tolerance to low pH. Both forms hydrolyzed 
β-glycosidic bonds under maximum speed in pea plants specific isosuccinimide-β-D-glycoside (Km 
0.58 mM и 0.74 mM), but with that were able to cleave salicin, cellobiose, laminarin but not α- and β-D- 
galactopyranosides.

Keywords: β-glucosidase, pea, cytoplasmic, cell-wall bound, purification, molecular weight, substrate 
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β-Глюкозидазы (КФ. 3.2.1.21), относятся к 
классу гидроксил-гидролаз и участвуют в реак-
циях расщепления β-гликозидной связи в раз-
личных олиго-, алкил- и арилглюкозидах [1]. При 
классификаци β-глюкозидаз обычно учитывается 
природа агликона расщепляемых ими субстратов. 
Однако многие β-глюкозидазы могут обладать 
широкой субстратной специфичностью, что за-
трудняет их отнесение к определенным семей-
ствам этого класса. β-Глюкозидазы участвуют в 
гидролизе гликолипидов, превращении цианоген-
ных гликозидов и сапонинов, алкалоидов, фла-
воноидов [2], в проявлении активности фитогор-

монов, в процессах лигнификации и деградации 
клеточных стенок [3]. В тоже время некоторые 
растительные β-глюкозидазы обладают высокой 
специфичностью к расщепляемым субстратам, 
что отражается в их названии. β-Глюкозидазы 
имеют различную клеточную локализацию и их 
можно обнаружить в вакуолях, цитоплазме  хло-
ропластах растительных клеток . При этом целый 
ряд β-глюкозидаз могут находиться в связанном с 
клеточной стенкой состоянии [4].

В проростках гороха ранее был обнаружен 
специфический гликозид, идентифицированный 
как изосукцинимид- β-гликозид [5] в метаболи-
зации которого, как показали наши опыты, при-



ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2017, № 430

Ершова А. Н., Баркалова О. Н., Фатуллаева А. С.

нимают участие, как минимум две молекулярные 
формы β-глюкозидазы, цитоплазматическая и свя-
занная с клеточной стенкой [6]. В тоже время из-
вестно [7], что ферменты, связанные с клеточной 
стенкой, обычно значительно отличаются от ци-
топлазматических форм по своим физико-хими-
ческим параметрам. На данный момент исследо-
ваны свойства лишь незначительного количества 
растительных β-глюкозидаз различной клеточной 
локализации [8]

 В связи с этим целью работы явилось полу-
чение высокоочищенных препаратов цитоплаз-
матической и связанной с клеточной стенкой 
β-глюкозидазы растений гороха и изучение их 
физико-химических свойств, включая электро-
форетическую подвижность, субстратную специ-
фичность, термо- и кислотоустойчивость, а также 
ряда кинетических параметров.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объектом исследования служили листья 

10-дневных растений гороха сорта Рамонский 
77, выращенных методом гидропоники на свету. 
Выделение и очистку β-гликозида проводили из 
листьев проростков, растирая навеску со средой 
выделения (0.05М фосфатно-цитратный буфер 
рН 7.0, 0.4 М сахароза и 0.01 М фосфат калия). 
Гомогенат пропускали через капроновую ткань 
и центрифугировали. Полученный супернатант 
использовали для выделения цитоплазматиче-
ской β-глюкозидазы [9]. Осадок, содержащий 
клеточные стенки, дважды промывали 0.2  М 
фосфатно-цитратным буфером и обрабатывали 
раствором 1М NaCl в 0.1  М фосфатно-цитрат-
ным буфером (рН 4.6) для получения связанной 
с клеточной стенкой β-глюкозидазы [10]. Для 
дальнейшей очистки ферментов использова-
ли фракционирование сульфатом аммония (60-
90%), гель-фильтрацию на сефадексе G-25 и 
G-100 (“Pharmacia”, Швеция). 

Активность β-глюкозидазы определяли 
спектрофотометрическим методом на СФ-56 
(«ЛОМО»,Россия)]. За единицу активности фер-
мента (Е) принимали количество фермента, ка-
тализирующего расщепление 1 мкмоль субстра-
та в 1 мин. Удельную активность выражали в Е/
мг белка. Содержание белка в пробах определяли 
по Лоури или спектрофотометрически.

Нативный электрофорез проводили в 7.5%-
ном ПААГ модифицированным методом Дэви-
са. Белок проявляли раствором Кумасси R-250 
(“Serva”, Германия). Денатурирующий электро-

форез осуществляли по методике Лэммли при 
концентрации ПААГ 12.5%. В качестве белков 
метчиков использовали маркерные белки: ката-
лаза – 224 кДа, бычий сывороточный альбумин 
– 66.6  кДа, пероксидаза - 44.1  кДа, лизоцим - 
14.4 кДа (“Sigma”, США).

Субстратную специфичность препаратов 
определяли при внесении в среду инкубации 
различных субстратов (0.5-10  мМ), активность 
фермента определяли спетрофотометрически. по 
количеству отщепившегося р- нитрофенола или 
по глюкозе, содержание которой рассчитывали 
глюкооксидазным методом [10]. ИС-гликозид 
получали методом препаративной бумажной 
хроматографии [5]. Кинетические параметры 
Кm и Vmax выделенных молекулярных форм 
фермента рассчитывали для всех используемых 
субстратов  методом двойных обратных величин 
по методу Михаэлиса-Ментена.

Молекулярную массу β-глюкозидаз опреде-
ляли с использованием гель-хроматографии на 
колонке с сефадексом G-100 (1.5×40). Свобод-
ный объем колонки определяли с помощью голу-
бого декстрана (“Serva”, Германия) и рассчиты-
вали по соответствующим формулам.

Оптимум рН выделенных форм β-глюкозидазы 
устанавливали с использованием фосфатно-ци-
тратного буфера при рН 3.0-7.8 и шагом 0.4 в 
присутствии р-НФГ в качестве субстрата. Для 
определения рН стабильности предварительно 
среда инкубации с ферментами выдерживалась 
30 мин при значениях рН 3.0-7.8, после чего вно-
сили субстрат р-НФГ и определяли остаточную 
активность фермента.

Температурный оптимум фермента опреде-
ляли при оптимальных значениях рН для цито-
плазматической формы (рН 5.2) и связанной с 
клеточной стенкой β-глюкозидазы (4,6) и тем-
пературах от +4 до +100⁰С с шагом 10⁰C с ис-
пользованием субстрата р-НФГ. Для определе-
ния термостабильности ферментные препараты 
предварительно в течение 30 мин выдерживали в 
среде инкубации при различных температурах от 
+4 до +70⁰С и после охлаждения в них вносили 
субстрат для определения остаточной активно-
сти фермента.

Опыты проводили в трехкратной биологи-
ческой и аналитической повторностях. В табли-
цах и на рисунках приводятся данные типичных 
опытов, причем каждое значение есть среднее 
арифметическое из трех определений.
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Физико-химические и кинетические свойства

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В результате проведенной многостадийной 

очистки (табл. 1) были получены ферментные 
препараты цитоплазматической β-глюкозидазы со 
степенью очистки 80.7 и удельной активностью 
1477.7 Е/мг белка и связанной с клеточной стен-
кой β-глюкозидазы со степенью очистки – 57.9 и 
удельной активностью 451.7 Е/мг белка. Нативный 
электрофорез показал, что в результате предло-
женной нами схемы очистки были получены элек-
трофоретически гомогенные ферментные препа-
раты. Результаты Na-ДДС-ПААГ-электрофореза 
показали, что цитоплазматическая и связанная 
с клеточной стенкой β-глюкозидаза являются 
мономерами, но имеют различную электрофоре-
тическую подвижность. Величина Rf для цито-
плазматической β-глюкозидазы составила 0.39, 
а для связанной с клеточной стенкой - 0,86. Для 
определения молекулярной массы β-глюкозидазы 
был использован метод гель-фильтрации с по-
строением калибровочной кривой (рис.1). Расче-
ты с использованием соответствующих формул 
показали, что молекулярная масса цитоплазма-
тической β-глюкозидазы составила 63.0± 1.4 кДа. 
Гомогенные препараты цитоплазматической и 
связанной с клеточной стенкой β-глюкозидазы 

далее использовали для изучения физико-хими-
ческих и кинетических свойств. Как показали 
проведенные опыты (рис. 2, 3), максимальную 
активность цитоплазматическая β-глюкозидаза 
проявляла при значениях рН 5.6 и температуре 
+30⁰C. В то же время температурный оптимум 
связанной с клеточной стенкой β-глюкозидазы 
был выше и составил + 37⁰C, а оптимум рН был 
несколько сдвинут в кислую сторону и составил 

Таблица 1
Стадии очистки цитоплазматической (a) и связанной с клеточной стенкой (b)

 β-глюкозидазы растений гороха

Стадии очистки
Общая актив-

ность, Е Общий белок, мг Удельная актив-
ность, Е/мг белка Выход,  % Степень очист-

ки, раз
а b а b а b а b а b

Гомогенат 2612 488.3 167.8 62.6 15.6 7.8 100 100 1 1
Фракционирование 
сульфатом аммония 2234 367.5 87.4 21.0 25.5 17.5 85.5 75.3 1.6 2.2

Гель-фильтрация 
на G-25 1595 295.4 24.9 5.5 64.1 53.7 61.1 60.5 4.1 6.9

Гель-фильтрация 
на G-100 399 90.3 0.3 0.2 1477.7 451.7 16.2 18.5 80.7 57.9

Рис.1. Зависимость логарифма молекулярной 
массы белка от элюционного объема при гель-
хроматографии на G-100 (I - каталаза, II - альбу-
мин, IIIа – цитоплазматическая β-глюкозидаза, IIIб 
- связанная с клеточной стенкой β-глюкозидаза, 
IV - пероксидаза, V- лизоцим).

Рис. 2. Влияние рН на активность (1) и стабильность (2) цитоплазматической (a) и связанной с кле-
точной стенкой (б)  β-глюкозидазы растений гороха
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4.6. Термостабильность связанной с клеточной 
стенкой β-глюкозидазы, оказалась также выше 
по отношению к цитоплазматической форме и 
при +65⁰C сохранялось почти 70% ее активности 
(рис 3). Как цитоплазматическая, так и связан-
ная с клеточной стенкой β-глюкозидаза растений 
гороха были достаточно стабильны в интерва-
ле рН 4.0-6.0 (рис. 2). В тоже время связанная с 
клеточной стенкой β-глюкозидаза оказалась более 
стабильной, чем цитоплазматическая форма, в ус-
ловиях кислых значений рН. При снижении рН 
до 3.0 она сохраняла 30% своей активности, тогда 
как для цитоплазматической формы при данной 
величине рН остаточная активность составляла 
лишь 15% первоначальной. Большая термо- и 
кислотостабильность связанных с клеточной 
стенкой форм фермента ранее была обнаружена и 
для  β-глюкозидазы других растений. Предполага-
ется, что это может быть результатом стабилизи-
рующего взаимодействия ферментов с функцио-
нальными группами веществ клеточных стенок [7].

Одной из важных характеристик ферментов яв-
ляется их субстратная специфичность. Для целого 
ряда растительных β-глюкозидаз наблюдалась вы-
сокая специфичность фермента к агликону, вслед-

ствие чего они были способны расщеплять только 
определенные соединения, например изофлаво-
ноидные конъюгаты или цианогенные гликозиды 
[2,8]. В связи с этим была исследована способ-
ность полученных высокоочищенных препаратов 
цитоплазматической и связанной с клеточной стен-
кой β-глюкозидазы растений гороха расщеплять 
β-гликозидные связи в различных субстратах. Дан-
ные, приведенные в таблице 2 показали, что обе 
молекулярные формы фермента гидролизовали 
β-гликозидные связи как в глюкопиранозидах (ИС-
глюкозид, р-НФГ, метил-β-D-глюкопиранозид, са-
лицин), так и ди- (β-гентиобиоза, целлобиоза) и 
полисахаридах (ламинарин), однако с различной 
скоростью. В то же время ни одна из молекулярных 
форм β-глюкозидазы не гидролизовала α- и β-D-
галактопиранозиды. Такой тип специфичности не 
так часто встречается у растительных ферментов 
данного класса.[11]. Например, β-глюкозидазы 
растений риса и сои обладали строгой специфич-
ностью к сахарному остатку, но расщепляли как 
α-, так и β-D-глюкопиранозидные связи [2]. Как 
показали наши опыты с более высокой скоростью 
обе формы β-глюкозидазы расщепляли специфич-
ный для гороха ИС-гликозид (149 и 140%), по от-

Рис. 3. Влияние температуры на активность (1) и стабильность (2) цитоплазматической (a) и связан-
ной с клеточной стенкой (б) β-глюкозидазы растений гороха

Таблица 2 
Активность цитоплазматической (а) и связанной с клеточной стенкой (b) 

β-глюкозидаз растений гороха по отношению к различным субстратам 

Субстрат Тип связи
Активность, %

а b
p-НФГ (p-нитрофенил-β-D-глюкопиранозид) β-(1→6) 100 100
ИС-гликозид  ( изосукцинимид-β-D-глюкопиранозид) β-(1→4) 149 140
Целлобиоза (4-О-β-D-глюкопиранозил-D-глюкопираноза) β-(1→4) 20 63
β-гентиобиоза (6-О-β-D-глюкопиранозил-D- глюкопираноза) β-(1→6) 4 50
Метил-β-D-глюкопиранозид β-(1→4) 10 42
Ламинарин β-(1→6) - 38
Салицин (салигенин-β-D-глюкопиранозид) β-(1→6) 19 4
р-НФ-α-Г (р-нитрофенил-α-D-галактопиранозид) α-(1→6) 0 0
р-НФ-β-Г (р-нитрофенил-β-D- галактопиранозид) β-(1→6) 0 0

Ершова А. Н., Баркалова О. Н., Фатуллаева А. С.
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ношению к синтетическому - р-НФГ (100%). В 
тоже время ферменты из клеток других растений 
такой активностью по отношению р-НФГ не обла-
дали [11]. Кроме р-НФГ и ИС-гликозида обе фор-
мы β-глюкозидазы гороха расщепляли и другие со-
единения, содержащие 1→4 и 1→6 β-глюкозидные 
связи, такие как целлобиоза, β-гентиобиоза, метил-
β-D-глюкопиранозид и ламинарин. Однако ско-
рость гидролиза этих соединений, связанной с кле-
точной стенкой и цитоплазматической формами 
β-глюкозидазы, была различна. Полисахарид лами-
нарин не расщеплялся цитоплазматической фор-
мой фермента, но достаточно активно это делала 
связанная с клеточной стенкой β-глюкозидаза. Ско-
рость расщепления салицина была самой низкой 
для связанной с клеточной стенкой β-глюкозидазы 
растений гороха, а для цитоплазматической формы 
это было характерно в присутствии β-гентиобиозы. 
Подобные различия в скорости расщепления раз-
личных субстратов наблюдались ранее и для дру-
гих растительных β-глюкозидаз разной клеточной 
локализации [4,8]. 

На основе полученных результатов исследо-
вания активности обеих форм β-глюкозидазы в 
присутствии различных субстратов нами были 
рассчитаны основные кинетические характери-
стики фермента, такие как Km и Vmax (таб. 3). 
Полученные значения величин Km показали, что 
кинетика реакций, катализируемая как цитоплаз-
матической, так и связанной с клеточной стенкой 
β-глюкозидазы растений гороха, подчинялась за-
кону Михаэлиса-Ментен и это не зависило от 
типа субстрата. Величина Km при использовании 
ИС-гликозида была наименьшей по отношению к 
другим субстратам и составила для цитоплазмати-

ческой формы – 0.58 мМ, а для связанной с клеточ-
ной стеной – 0.74 мМ. Это еще раз подтверждает, 
что для β-глюкозидазы растений гороха предпочти-
тельным субстратом является специфическое для 
этого растения соединение ИС-гликозид. Однако 
β-глюкозидаза растений гороха,  в отличие от дру-
гих растительных β-глюкозидаз, могла достаточно 
эффективно расщеплять и другие субстраты, вклю-
чая р-НФГ, целлобиозу, а для цитоплазматической 
формы и салицин, который часто используется в 
качестве основного субстрата при определении ак-
тивности непкоторых растительных β-глюкозидаз.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С помощью разработанной нами системы 

очистки были впервые получены электрофорети-
чески гомогенные препараты цитоплазматической 
(степень очистки 80.7) и связанной с клеточной 
стенкой (степень очистки 57.9) β-глюкозидазы рас-
тений гороха и изучены их физико-химические и 
кинетические свойства. Как цитоплазматическая, 
так и связанная с клеточной стенкой β-глюкозидаза 
проявляли строгую специфичность к агликону 
и с наибольшей скоростью гидролизовали спец-
ифический для растений гороха ИС-гликозид 
(Кm 0.58 и 0.74 мМ ), однако могли расщеплять 
и другие как арил- и алкилглюкопиранозиды, так 
и ди- и полисахариды. При этом они обладали аб-
солютной специфичностью к типу расщепляемой 
гликозидной связи и расщепляли только 1→4 и 
1→6 β-D-глюкопиранозидные связи, но не расще-
пляли α- и β-D-галактопиранозидные в отличие от 
других глюкозидаз [11]. Полученные результаты 
указывают на то, что выделенные молекулярные 
формы β-глюкозидазы гороха обладали абсолют-
ной специфичностью к типу расщепляемой связи 
(β-конфигурация), но не к агликону.  Показано, что 
обе формы β-глюкозидазы гороха являлись моно-
мерами с молекулярной массой 63 кДа и 30.9 кДа. 
Хотя многие растительные β-глюкозидазы могут 
быть представлены ди- или тетрамерами обнару-
жены и мономерные формы фермента с молеку-
лярной массой 62.4 кДа. и – 33 кДа [9.] 

Установлено, что выделенные молекуляр-
ныке формы β-глюкозидазы отличались также 
электрофоретической подвижностью, оптимумом 
рН и температуры, термо- и кислотоустойчиво-
стью. При этом связанная с клеточной стенкой 
β-глюкозидаза обладала несколько большей, чем 
цитоплазматическая форма, термостабильностью 
и устойчивостью в зоне кислых значений рН, Ве-
роятно это связано со взаимодействия этой моле-

Таблица 3
 Кинетические характеристики цитоплазмати-
ческой (а) и связанной с клеточной стенкой (b) 

β-глюкозидазы растений гороха

Субстрат
Км, мМ Vmax, мкМ/мин

a b a b
Арилглюкопиранозиды

p-НФГ 0.62 0.93 56.1 54.9
ИС-гликозид 0.58 0.74 83.3 72.3
метил-β-D-
глюкопиранозид 0.76 1.43 71.5 40.18

Салицин 1.52 4.17 15.2 5.28
Дисахариды

β-гентиобиоза 5.3 1.24 4.11 43.54
Целлобиоза 1.66 1.28 12.5 42.74

Полисахариды
Ламинарин - 1.51 - 39.23

Физико-химические и кинетические свойства
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клярной формы фермента с различными функци-
ональными группами веществ клеточных стенок, 
что и повышло ее устойчивость к различным фак-
торам среды.

Полученные нами данные о свойствах 
β-глюкозидазы растений гороха разной клеточ-
ной локализации расширяют наши представле-
ния о роли β-глюкозидаз в метаболизме растений, 
включая их участие в превращении различных 
гликозидов, веществ клеточных стенок, а также 
же  возможного использования, наряду другими 
ферментами, в различных тест-системах по опре-
делению устойчивости к воздействию неблаго-
приятных факторов внешней среды.
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