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Аннотация. Известно, что при недостатке кислорода нарушается функционирование цикла трикарбо-

новых кислот, в результате чего происходит активация альтернативного пути – ГАМК-шунта, который 

обеспечивает поддержание функционирование цикла лимонной кислоты за счёт поставки янтарной 

кислоты. Ключевым этапом данного обходного пути является реакция, которую катализирует сукци-

натсемиальдегиддегидрогеназа (ССАДГ, КФ 1.1.1.16). При недостатке кислорода ССАДГ перестает 

эффективно функционировать. Это приводит к накоплению полуальдегида янтарной кислоты в мат-

риксе митохондрий, высокий уровень которого неблагоприятно действует на метаболизм растительной 

клетки. γ-гидроксибутиратдегидрогеназа (ГБДГ, КФ 1.1.1.61) – энзим, относящийся к классу оксидо-

редуктаз, который превращает γ-гидроксибутират в полуальдегид янтарной кислоты, участвуя в про-

цессе его детоксикации, что имеет важное значение в поддержании метаболизма растений при дефи-

ците кислорода.  

На сегодняшний день, к сожалению, данные о биохимических и кинетических особенностях γ–гидрок-

сибутиратдегидрогеназы отсутствуют. В связи с этим в нашей лаборатории был разработан метод 

очистки ГБДГ из зеленых листьев кукурузы, который позволяет изучить физико-химические свойства 

данного энзима. 

В ходе исследования проводилась пятистадийная очистка γ-гидроксибутиратдегидрогеназы из 7-днев-

ных проростков Zea mays L. Гомогенизированный растительный материал с экстрагированными бел-

ками, подвергали двухстадийному фракционированию сульфатом аммония. Каталитическая актив-

ность определялась спектрофотометрически при λ=340 нм по количеству восстановленного НАД+. Для 

удаления солей аммония осуществляли гель-фильтрацию на Sephadex G-25. Разделение белков по за-

ряду осуществляли с помощью ионообменной хроматографии на ДЭАЭ-Sephacel. Энзим десорбиро-

вали линейным градиетом хлорида натрия (100-300 мМ). Использование гель-хроматографии через Se-

phadex G-200 позволило определить молекулярную массу очищенных изоформ фермента. Гомоген-

ность ферментных препаратов подтверждена проведенным электрофорезом в полиакриламидном геле 

с универсальным окрашиванием AgNO3. Принадлежность полученных белковых препаратов к γ–гид-

роксибутиратдегидрогеназе была определена с помощью тетразолиевого метода.  

В результате были получены гомогенные препараты двух изоформ фермента (ГБДГ1 и ГБДГ2). Первая 

изоформа γ-гидроксибутиратдегидрогеназы очищена в 185.7 раза с выходом 10% и имела удельную 

активность 343.6 Е/мг белка. Степень очистки второй изоформы составила 209 раз, выход 7.74%. 

Удельная активность полученного препарата – 386.7 Е/мг белка.  

Использование гель-хроматографии на Sephadex G-200 позволило определить молекулярную массу на-

тивных молекул гидроксибутиратдегидрогеназы. Установлено, что в семидневных проростках куку-

рузы исследуемый фермент представлен в низкомолекулярной и высокомолекулярной формах: для 

ГБДГ 1 значение Mr составляло ⁓60.3 кДа, в то время как для ГБДГ2 молекулярная масса энзима рав-

нялась 286 кДа. 

Ключевые слова: γ-гидроксибутиратдегидрогеназа, кукуруза, очистка, молекулярная масса, гель-хро-

матография. 
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Abstract. It is known that under oxygen deficiency the functioning of the tricarboxylic acid cycle is impaired, 

resulting in the activation of an alternative pathway, the GABA shunt. It maintains the functioning of the citric 

acid cycle by providing succinic acid. The key phase of this bypass is a reaction catalysed by succinate semi-

aldehyde dehydrogenase (SSADH, EC 1.1.1.16). Under oxygen deficiency, SSADH ceases to function effi-

ciently. This leads to the accumulation of succinic acid semialdehyde in the mitochondrial matrix and its high 

level adversely affects the plant cell metabolism. γ–hydroxybutyrate dehydrogenase (HBDH, EC 1.1.1.61) is 

an enzyme belonging to the group of oxidoreductases. It transforms γ–hydroxybutyrate into succinic acid sem-

ialdehyde, participating in the process of its detoxification, which is important in the maintenance of plant 

metabolism under oxygen deficiency.  

To date, unfortunately, there are no data on the biochemical and kinetic features of γ–hydroxybutyrate dehy-

drogenase. In this regard, our laboratory developed a method for purification of HBDH from green maize 

leaves, which makes it possible to study the physicochemical properties of this enzyme. 

During the study, we obtained γ-hydroxybutyrate dehydrogenase from 7-day-old seedlings of Zea mays L. by 

a five-stage purification. Homogenised plant material with extracted proteins was subjected to two-stage am-

monium sulphate fractionation. The catalytic activity was determined spectrophotometrically at λ=340 nm by 

the amount of reduced NAD+. To remove ammonium salts, we used gel filtration through Sephadex G-25. 

Proteins were separated according to their charge by DEAE-Sephacel ion exchange chromatography. The en-

zyme was desorbed using a linear sodium chloride gradient (100-300 mM). The use of gel chromatography 

through Sephadex G-200 made it possible to determine the molecular mass of the purified enzyme isoforms. 

The homogeneity of enzyme preparations was confirmed by electrophoresis in polyacrylamide gel with uni-

versal AgNO3 staining. We used the tetrazolium method to confirm that the obtained protein preparations were 

γ-hydroxybutyrate dehydrogenase.  

As a result, homogeneous preparations of two isoforms of the enzyme (HBDH1 and HBDH2) were obtained. 

The first isoform of γ-hydroxybutyrate dehydrogenase was 185.7 times purified with a yield of 10% and had a 

specific activity of 343.6 U/mg of protein. The purification rate of the second isoform was 209 times with a 

yield of 7.74%. The specific activity of the obtained preparation was 386.7 U/mg of protein.  

Using gel chromatography through Sephadex G-200, we determined the molecular mass of native molecules 

of hydroxybutyrate dehydrogenase. We found that in 7-day-old maize seedlings the investigated enzyme was 

presented in low-molecular and high-molecular forms: for HBDH1 the Mr value was ⁓60.3 kDa, while for 

HBDH2 the molecular mass of the enzyme was 286 kDa. 

Keywords: γ-hydroxybutyrate dehydrogenase, maize, purification, molecular weight, gel chromatography. 
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Введение 

Шунт γ-аминомасляной кислоты 

(ГАМК-шунт) – это биохимический путь, 

который растительная клетка использует 

не только для катаболизма γ-аминомас-

лянной кислоты, но также для обхода 
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двух реакций ЦТК в случае невозможно-

сти их протекания как в виду специфиче-

ских клеточных сигналов в ответ на дей-

ствие различных внешних факторов, так 

и в случае инактивации одного или не-

скольких ферментов. ГАМК является 

важным метаболитом, который участвует 

в регуляции многих биологических про-

цессов, таких как адаптация к абиотиче-

ским стрессам, фотосинтез, рост и разви-

тие. ГАМК-шунт может быть активиро-

ван при стрессе, таком как засоление или 

дефицит кислорода, что является адап-

тивным механизмом растительных орга-

низмов к изменившимся условиям внеш-

ней среды [1]. 

Янтарная полуальдегиддегидрогеназа 

(ССАДГ, 1.2.2.16) − важный фермент, 

принимающий участие в функционирова-

нии шунтирующего пути ЦТК. Известно, 

что при длительном недостатке кисло-

рода этот фермент либо полностью инак-

тивируется, либо функционирует с малой 

эффективностью, что вызывает ряд мета-

болических перестроек и накоплению 

токсичного для клетки полуальдегида ян-

тарной кислоты [2]. 

Механизм детоксикации полуальде-

гида янтарной кислоты (ССА), который 

оказывает ряд негативных эффектов на 

процессы клеточного гомеостаза, эволю-

ционно сформировался в виде дополни-

тельного пути, который в митохондриях 

обеспечивается, главным образом, ката-

литической активностью НАД+-зависи-

мой γ-гидроксибутиратдегидрогеназы 

(ГБДГ, КФ 1.1.1.61). Этот энзим катали-

зирует превращение γ-гидроксимасляной 

кислоты (γ-гидроксибутирата, ГОМК) в 

полуальдегид янтарной кислоты (рис. 1) [2].  

Дефицит кислорода в растительных 

клетках вызывает увеличение концентра-

ции ГОМК с 10 до 155 нмоль г-1 сырой 

массы в ростках сои и с 273 до 739нмоль г-1 

сухой массы в листьях зеленого чая [3]. 

Более того, концентрации ГОМК и 

ГАМК увеличиваются в растениях Ara-

bidopsis в условиях воздействия различ-

ных стрессовых факторов, что должно 

увеличивать клеточное соотношение 

НАДН/НАД+ и уменьшать энергетиче-

ский заряд аденилата, тем самым ингиби-

руя активность ССАДГ, препятствуя об-

разованию полуальдегида янтарной кис-

лоты [4]. Имеются экспериментальные 

данные, свидетельствующие о том, что 

растения A. Thaliana с мутацией гена 

ССАДГ, выращенные в условиях воздей-

ствия сильного ультрафиолетового излу-

чения, демонстрировали в 5 раз более вы-

сокий уровень γ-гидроксимасляной кис-

лоты и существенно более высокие 

уровни активных форм кислорода [5]. Ка-

план c соавт. показали, что колебания 

уровня γ-гидроксибутирата у растений 

A.thaliana, устойчивых к действию низ-

ких температур сопряжены с увеличе-

нием и падением уровня ГАМК [6]. В со-

вокупности эти данные указывают на то, 

что накопление ГОМК в растениях, как и 

ГАМК, является общей реакцией на абио-

тический стресс [4]. 

В связи с тем, что ГАМК-шунт участ-

вует в предотвращении накопления АФК, 

что, вероятно связано с предоставлением 

восстановительных эквивалентов для 

поддержания пулов антиоксидантов и де-

токсикации полуальдегида янтарной кис-

лоты [7]. Эти результаты могут свиде-

тельствовать о том, что активность ГБДГ 

и ССАДГ в растениях регулируется взаи-

модополняющим образом с помощью 

окислительно-восстановительного ба-

ланса, и ГОМК выступает в качестве ре-

гулятора толерантности растительного 

организма к окислительному стрессу. К 

сожалению, очень мало данных, посвя-

щенных структурным и биохимическим 

особенностям функционирования ГБДГ в 

клетках животных, и еще меньше из-

вестно об особенностях данного фер-

мента в растительных организмах.  

В связи с этим, целью работы являлась 

очистка фермента γ-гидроксибутиратде-

гидрогеназы из семидневных проростков 

Zea mays L. и определение молекулярной 

массы нативных молекул изоформ ГБДГ 
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с помощью гель-хроматографии через Se-

phadex G-200. 

Экспериментальная часть 

Очистка γ-гидроксибутиратдегидроге-

назы осуществлялась из семидневных 

проростков кукурузы (Zea mays L.) сорта 

Воронежская-76, выращенные гидро-

понно без добавления питательных рас-

творов при десятичасовом световом дне в 

климатической камере «LabTech» (Ко-

рея) при интенсивности света 90 

мкмоль·м-2с-1 и температуре окружаю-

щей среды 25оС. 

Каталитическая активность γ-гидрок-

сибутиратдегидрогеназы в проростках 

Zea mays L. определяли при 25оС (спек-

трофотометр Evolution 260 Bio , Thermo 

Fisher Scientific, США) по скорости вос-

становления НАД+ до НАДН при длине 

волны 340 нм в реакционной среде, со-

держащей: 16 мМ натриевой соли окси-

маслянной кислоты (Sigma Aldrich, 

США), 1 мМ НАД+, 100 мМ Tris–HCl бу-

фер (рН 9.0). Запуск реакции осуществ-

ляли путём добавления ферментного пре-

парата. В качестве контроля использо-

вали среду спектрофотометрирования без 

добавления энзима [9].  

Очистку ГБДГ проводили в несколько 

этапов при +4°С. Навеску листьев куку-

рузы гомогенизировали в объемном соот-

ношении 1:10 в среде выделения следую-

щего состава:, 0.3 мМ дитиотриетол, 

3 мМ динатриевая соль ЭДТА, 0,1 мМ 

хлорид кальция, 0.05% Tween-80, 0.1 М 

Tris-HCl буфер (рН 9.0) [8]. Полученный 

гомогенат центрифугировали 3 мин. при 

5000 об/мин, после чего фракциониро-

вали с помощью NH4(SO4)2 в две стадии. 

В результате добавления NH4(SO4)2 от 0 

до 40% насыщения с последующим цен-

трифугированием в течении 30 минут при 

12000 об/мин, был получен надосадок, 

демонстрирующий ГБДГ-активность. В 

осадке активность исследуемой фермен-

той системы обнаружена не была. Добав-

ление сульфата аммония к ферментному 

препарату от 40 до 80% насыщения при-

водило к выпадению осадка, обладаю-

щего ГБДГ-активностью. В надосадоч-

ной жидкости не активности ГБДГ обна-

ружено не было. Полученный осадок ре-

суспендировали в 50 мМ Tрис–HCl бу-

фере (рН 9.0) объемом 2 мл. Удаление со-

лей аммония осуществляли путем гель-

фильтрации через сефадекс G-25 

(Pharmacia Uppsala, Швеция). Элюция 

белка осуществлялась с помощью 50 мМ 

Tрис-HCl буфера (рН 9.0). Полученный 

препарат подвергали ионообменной хро-

матографии на колонке, заполненной 

ДЭАЭ-Sephacel (Pharmacia Uppsala, Шве-

ция) [9]. Десорбцию ГБДГ производили 

путем проведения линейного градиента 

NaCl от 0.05 до 0.3 М. Регистрировали 

два пика активности ГБДГ. 

Для определения молекулярной массы 

нативной молекулы ГБДГ дополнительно 

вводили стадию гель-хроматографии че-

рез колонку (1.5х45 см), заполненную се-

фадексом G-200 (сверхтонкий, GE 

Healthcarе, Швеция).  

Молекулярную массу нативной моле-

кулы очищенной ГБДГ определяли путем 

 
Рис. 1. Структурные формулы γ-аминомаслянной кислоты, полуальдегида янтарной 

кислоты и γ-гидроксимасляной кислоты 

Fig. 1. Structural formulae of γ-aminobutyric acid, succinic acid semialdehyde, 

and γ-hydroxybutyric acid 
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регистрации объёма выхода (Vвых) фер-

мента при прохождении его через ко-

лонку, заполненную Sephadex G-200. Рас-

чёт молекулярной массы (Мr) γ-гидрок-

сибутиратдегидрогеназы осуществляли 

по формуле [10]:  

lgMr=6.698-0.987
𝑉𝑎

𝑉б
,  (1) 

где Vа – объем выхода фермента, см3; 

Vв – свободный объем колонки, см3, кото-

рый определяли с использованием голу-

бого декстрана. 

Чистоту полученных ферментных пре-

паратов ГБДГ определяли методом гель-

электрофореза в ПААГ по Дэвису при 2-

4ºС с последующим окрашиванием геля с 

помощью АgNO3 [9, 11-13].  

Проведение специфического окраши-

вания электрофореграмм тетразолиевым 

методом в присутствии в среде проявле-

ния натриевой соли γ-гидроксимасляной 

кислоты позволило подтвердить принад-

лежность полученных ферментных пре-

паратов к γ-гидроксибутиратдегидроге-

назам [14].  

Определение общего количества 

белка проводили по методу Лоури [15]. 

Опыты были проведены в трехкратной 
повторности, каждая проба была про-

анализирована трижды. Статистический 

анализ полученных данных проводился 
c использованием программы STATIS-

TICA 12.0. Представленные в работе раз-

личия статистически достоверны 

(p≤0.05) [16].  

Обсуждение результатов 

В рамках исследования была прове-

дена очистка фермента из 7-дневных зе-

леных листьев кукурузы и обнаружено 

две изоформы фермента (табл. 1). Прове-

дение экстракции ферментов с последую-

щей многоступенчатой очисткой позво-

лило получить гомогенные препараты 

изоформ γ-гидроксибутиратдегидроге-

назы из проростков Zea mays L. 

Гомогенный препарат, подверженный 

центрифугированию обладал ГБДГ-ак-

тивностью (величина общей активности 

составляла 74.9 Е). Удельная активность 

экстракта составляла 1.85 Е/мг белка. 

Фракционирование сульфатом аммония 

(до 80% насыщения) и гель-фильтрация 

на Sephadex G-25 позволили получить 

ферментную вытяжку с величиной общей 

активности 56.57 Е, при этом, значение 

удельной активности составляло 5.3 Е/мг 

белка. Проведение ионообменной хрома-

тографии с использованием ДЭАЭ-

Sephacel позволило обнаружить два пика 

активности ГБДГ, которые были десор-

бированы NaCl линейным градиентом в 

интервале от 100 до 300 мМ. По итогам 

этой стадии первая изоформа была очи-

щена до удельной активности 311.48 Е/мг 

белка, при этом степень очистки соста-

вила 168.37 раза, выход составлял 

11.22%. Вторая форма (ГБДГ2) получена 

с удельной активностью 326.84 Е/мг 

белка, степенью очистки 176.7 раза и вы-

ходом 7.74%.  

Для определения молекулярной массы 

нативных молекул полученных препара-

тов ГБДГ была проведена стадия гель-

хроматографии через Sephadex G–200. 

Очищенный препарат ГБДГ1 имеет моле-

кулярную массу около 60.3 кДа. Вторая 

изоформа γ-гидроксибутиратдегидроге-

назы характеризуется молекулярной мас-

сой порядка 286 кДа. 

Применение метода ПААГ-электрофо-

реза с проявлением электрофореграммы 

на белок АgNO3 позволило установить, 

что оба ферментных препарата были очи-

щены до гомогенного состояния, о чем 

свидетельствует наличие одной белковой 

полосы на электрофореграмме каждого 

ферментного препарата (рис. 2-3).  

При помощи тетразолиевого метода 

проявления была определена принадлеж-

ность полученных белковых препаратов 

к γ-гидроксибутиратдегидрогеназам (рис. 

2-3). Значения электрофоретической по-

движности для двух форм фермента со-

ставили следующие величины: для 

ГБДГ1 – 0.44 и ГБДГ2 – 0.13, соответ-

ственно. 
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Заключение 

Таким образом, в результате проведен-

ных исследований установлено, что гид-

роксибутиратдегидрогеназы в семиднев-

ных проростках кукурузы представлен-

ная двумя изоформами. Разработан метод 

очистки ГБДГ из листьев кукурузы, поз-

воляющий получить энзим в гомогенном 

состоянии без потери каталитической ак-

тивности. Удельная активность препара-

тов по итогам исследования составляла 

343.6 и 386.7 Е/мг белка, соответственно. 

При этом, степень очистки для ГБДГ1 со-

ставила 10.1%, для ГБДГ2 – 7.74%.  

Использование гель-хроматографии 

на Sephadex G-200 позволило определить 

молекулярную массу нативных молекул 

гидроксибутиратдегидрогеназы. Уста-

новлено, что в семидневных проростках 

кукурузы исследуемый фермент пред-

ставлен в низкомолекулярной и высоко-

молукулярной формах: для ГБДГ 1 значе-

ние Mr составляло ⁓60.3 кДа, в то время 

как для ГБДГ2 молекулярная масса эн-

зима равнялась 286 кДа. 

Таблица 1. Стадии очистки изоформ γ-гидроксибутиратдегидрогеназы из листьев кукурузы 

(n=3, p≤0.05) 

Table 1. Purification stages of γ-hydroxybutyrate dehydrogenase isoforms from maize leaves 

(n=3, p≤0.05) 

Стадия V, см3 

Количе-

ство 

белка 

Е 
Е/мг 

белка 

Выход, 

% 

Степень 

очистки 

Гомогенат 20 40.5 74.93 1.85 100 1 

Гель-хро-

матогра-

фия че-

рез сефа-

декс 

 G-200 

1 2 0.022 7.56 343.6 10.09 185.7 

2 2 0.015 5.8 386.7 7.74 209.01 

 

  
Рис. 2. Электрофореграмма очищен-

ного препарата ГБДГ1 из проростков ку-

курузы. А – окрашивание ГБДГ1 с исполь-

зованием AgNO3, Б – специфическое про-

явление ГБДГ1, P – белковая полоса, 

F – фронт красителя. 

Fig. 2. Electrophoregram of purified 

HBDH1 preparation from maize seedlings. A: 

staining of HBDH1 using AgNO3, B: specific 

manifestation of HBDH1, P: protein band, F: 

dye front. 

Рис. 3. Электрофореграмма очищен-

ного препарата ГБДГ2 из проростков ку-

курузы. А – окрашивание ГБДГ2 с исполь-

зованием AgNO3, Б – специфическое про-

явление ГБДГ2, P – белковая полоса, 

F – фронт красителя. 

Fig. 3. Electrophoregram of purified 

HBDH2 preparation from maize seedlings. A: 

staining of HBDH2 using AgNO3, B: specific 

manifestation of HBDH2, P: protein band, F: 

dye front. 
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