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В печени животных при развитии патологий, сопровождающихся оксидативным стрессом, 
обнаружено возрастание активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, что может иметь важное адап-
тивное значение в связи с необходимостью поставки НАДФН для функционирования глутатионовой 
антиоксидантной системы. С применением очищенного фермента из печени животных с токсическим 
гепатитом было исследовано влияние адениннуклеотидов на его активность. Для очистки использо-
вали методы фракционирования сульфатом аммония, гель-фильтрации через сефадекс G-25, ионооб-
менной хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе и гель-хроматографии через сефадекс G-150. 

Ключевые слова: глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа, печень крысы, оксидативный стресс, 
токсический гепатит, ревматоидный артрит, гипертиреоз, хроматографические методы очистки. 
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The aim of the work was to estimate the activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) in 
the liver of rats with experimental toxic hepatitis (ETG), rheumatoid arthritis (RA) and hyperthyroidism (HT) 
and to investigate some properties of the enzyme using purified preparations from rats liver tissue at the 
control and ETG as model systems. G6PD preparations have been obtained by chromatographic techniques 
combination. The induction of ETG has been implemented by CCl4 use, PA – by complete Freund's adjuvant, 
GT – by triiodothyronine. G6PD activity was determined by spectrophotometry at 340 nm. Isolation and 
purification of the enzyme in control and ETG have been carried out by mechanical homogenization of the 
liver tissue, ammonium sulfate fractionation, gel-filtration over Sephadex G-25, ion-exchange 
chromatography on DEAE-cellulose and gel-chromatography through Sephadex G-150. The increased G6PD 
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activity has been found in the liver of animals under the development of pathologies accompanied by 
oxidative stress, that can be of great adaptive significance in relation to the need of NADPH supply for the 
glutathione antioxidant system functioning. Thus, it has been shown that G6PD activity expressed as U/g of 
wet weight increased in the liver of rats with ETG 1.5 times, under RA - 1.2 times, at HT - 1.3 times. The 
highly purified enzyme preparations have been obtained from the liver of control rats and animals with ETG 
with purification degree of 108.8 and 100.4, specific activity of 4.133 and 6.529 U/protein mg and yield of 
8.2% and 8.3% respectively. With their use it has been shown that ATP, ADP and AMP affected in varying 
degrees on the analyzed enzyme in normal and pathological conditions, apparently due to the modification of 
its structure under oxidative stress. We can not exclude that some changes may play a role in the limitation of 
the reactive oxygen species level by NADPH supply for glutathione antioxidant system. 

Keywords: glucose-6-phosphate dehydrogenase, rat liver, oxidative stress, toxic hepatitis, 
rheumatoid arthritis, hyperthyroidism, chromatographic methods of purification. 

Введение 

К настоящему времени не вызывает сомнений вовлеченность оксидативного 
стресса в патогенез целого ряда распространенных патологий, сопровождающихся 
тяжелыми медико-социальными последствиями [1]. В связи с участием печени в ин-
теграции и регуляции процессов метаболизма многих соединений в живом организ-
ме, в том числе обезвреживании экзогенных и эндогенных токсинов, а также присут-
ствием в большом количестве различных систем, способных генерировать свобод-
ные радикалы, данный орган чутко реагирует на возникновение при таких заболева-
ниях дисбаланса в организме между скоростью свободнорадикальных реакций и ра-
ботой антиоксидантных систем (АОС), лимитирующих их протекание. Так, к этио-
логическим факторам развития повреждений печени, в которые вовлечен оксидатив-
ный стресс, могут быть отнесены токсическое действие ксенобиотиков или эндоген-
ных соединений в чрезмерно высоких концентрациях, например, тиреоидных гормо-
нов, а также интенсификация воспалительных процессов, что, в частности, имеет ме-
сто при такой аутоиммунной патологии, как ревматоидный артрит (РА) [2-5].  

В контроле за протеканием свободнорадикальных процессов в живых орга-
низмах важную роль играет глутатионпероксидазная/ глутатионредуктазная (ГП/ГР) 
ферментативная АОС, работа которой зависит от скорости поставки НАДФН, ис-
пользуемого для восстановления глутатиона, окисленного в ходе реакций обезвре-
живание пероксидов. В данном аспекте несомненный интерес вызывают особенно-
сти функционирования НАДФ-зависимого фермента глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ) при оксидативном стрессе. Г6ФДГ (КФ 1.1.1.49) – 
ключевой фермент пентозофосфатного пути, катализирующий окисление глюкозо-6-
фосфата с образованием восстановленного НАДФ. При этом для анализа физико-
химических параметров каталитического и регуляторного действия ферментов необ-
ходимо получение их в высокоочищенном состоянии. В современной биохимии наи-
более широко используемыми в процессе очистки ферментов методами являются 
различные виды хроматографии [6,7].  

В связи с вышесказанным целью данной работы явилась оценка активности 
Г6ФДГ в печени крыс при экспериментальном токсическом гепатите (ЭТГ), РА и 
гипертиреозе (ГТ) и исследование некоторых свойств данного фермента с использо-
ванием в качестве модельных систем очищенных ферментных препаратов Г6ФДГ из 
ткани печени крыс в контроле и при ЭТГ, для получения которых использовали 
комбинацию хроматографических методов. 
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Эксперимент 

В качестве объекта исследования использовали самцов белых лабораторных 
крыс массой 150-200 г. Индуцирование ЭТГ осуществляли с применением четырех-
хлористого углерода, являющегося гепатотропным токсином. СCl4 вводили живот-
ным однократно перорально после суточной пищевой депривации в дозе 0.064 мл на 
100 г веса животного в виде раствора в вазелиновом масле [8]. Печень забирали на 4-
е сутки, когда наблюдался максимальный цитолиз гепатоцитов [9]. РА у животных 
вызывали путём однократного подкожного введения в подушечку лапки 100 мкл 
полного адъюванта Фрейнда – комплекса соединений, вызывающего развитие дан-
ной патологии [10]. Забор материала осуществляли на 15-е сутки после введения 
адъюванта Фрейнда. Для моделирования ГТ животным вводили внутрибрюшинно 
трийодтиронин в дозе 100 мкг/100 г массы тела в виде раствора в 0.9% NaCl, трижды 
в течение 6 дней [11]. Печень забирали на 7-е сутки после начала эксперимента. В 
качестве маркеров развития патологических изменений в печени использовали ак-
тивность ферментов-показателей цитолиза (аспартатаминотрансферазы, аланинами-
нотрансферазы). При ЭТГ, РА и ГТ было отмечено существенное возрастание дан-
ных параметров в сыворотке крови животных, что, видимо, являлось следствием ци-
толиза гепатоцитов. 

Гомогенат печени получали путем гомогенизации навески ткани в фарфоро-
вой ступке в 4-х кратном объеме охлажденной среды выделения (50 мМ трис-НСl-
буфер (рН 7.8), содержащий 1 мМ ЭДТА, 1% β-меркаптоэтанол) и последующего 
центрифугирования при 5000g в течение 10 мин для отделения неразрушенных кле-
точных элементов и ядер.  

Активность Г6ФДГ определяли спектрофотометрически при 340 нм в среде 
50 мМ трис-НСl-буфера (pH 7.8), содержащего 3.0 мМ глюкозо-6-фосфат, 0.25 мМ 
НАДФ, 1.0 мМ МnCl2. В контроль не вносили анализируемую пробу. Реакцию начи-
нали добавлением ферментного препарата. За единицу активности (Е) принимали 
количество фермента, катализирующее образование 1 мкмоль продукта реакции или 
превращение 1 мкмоль субстрата за 1 мин при температуре +25оС.  

Очистку Г6ФДГ из печени крыс осуществляли с помощью фракционирования 
сульфатом аммония, гель-фильтрации через сефадекс G-25, ионообменной хромато-
графии на ДЭАЭ-целлюлозе, гель-хроматографии на сефадексе G-150. В ходе фрак-
ционирования выделяли белковую фракцию, выпадающую в осадок в пределах на-
сыщения (NH4)2SO4 35–70%. Освобождение белковой смеси от низкомолекулярных 
примесей осуществляли на колонке с сефадексом G-25 (Fine, 1.7×20 см). Фермент-
ный препарат наносили на колонку в количестве не более 20-25% от ее объема. В 
качестве элюирующей среды для Г6ФДГ использовали 10 мМ трис-НСl буфер (рН 
7.8), содержащий 1% β-меркаптоэтанол и 0.5 мМ ЭДТА. Скорость элюции составля-
ла 20-25 см3/час, ее регулирование осуществлялось путем изменения гидростатиче-
ского давления. Каждую фракцию объемом 2-3 см3 анализировали на присутствие 
ферментативной активности и проводили оценку эффективности обессоливания с 
помощью реактива Несслера - реагента на (NH4)2SO4 [6]. Фракции, обладающие мак-
симальной ферментативной активностью, объединяли и использовали для дальней-
шей очистки. Обессоленный раствор фермента наносили на колонку с ДЭАЭ-
целлюлозой (0.8×13 см), уравновешенную элюирующим буфером, и далее использо-
вали ступенчатый градиент концентраций КСl в этой среде. На сефадекс G-150 (Fine, 
2.2×65 см) ферментные образцы Г6ФДГ наносили в количестве не более 1-2% от 
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объема колонки. Все процедуры выделения и очистки фермента проводили при тем-
пературе 0-40С. 

Общее количество белка в пробах определяли по методу Лоури [12]. Опреде-
ление типа и констант ингибирования осуществляли по методу Диксона [13]. Дан-
ные, полученные при проведении опытов в 3-4-кратной биологической и 2-х кратной 
аналитической повторностях, обрабатывали с использованием стандартных стати-
стических методов с применением t-критерия Стьюдента [14]. Обсуждаются стати-
стически достоверные различия при р<0.05.  

Обсуждение результатов 

Согласно результатам проведенных экспериментов, развитие исследуемых 
патологических состояний сопровождается повышением активности Г6ФДГ в пече-
ни крыс по сравнению с контролем, что может иметь важное адаптивное значение в 
условиях оксидативного стресса в связи с необходимостью поддержания определен-
ного уровня НАДФН для более интенсивного функционирования глутатионовой 
АОС. Так, показано, что при ЭТГ происходит увеличение удельной активности 
Г6ФДГ в печени крыс в 1.5 раза, активности фермента, выраженной в виде Е/г сырой 
массы, - в 1.8 раза по сравнению с контрольными значениями (рис. 1). Установлено 
также, что активность Г6ФДГ в печени крыс с РА, выраженная в виде Е/г сырой 
массы, увеличивалась в 1.2 раза, в виде Е/мг белка - в 1.4 раза (рис. 1). В условиях 
ГТ в печени животных активность Г6ФДГ, выраженная в Е/г сырой массы, возраста-
ла в 1,3 раза, при этом удельная активность фермента незначительно снижалась (рис. 
1). Последнее обстоятельство может быть объяснено с точки зрения повышения со-
держания белка при гипертиреозе. 
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Рис. 1. Активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы в печени крыс, выражен-
ная в виде Е/ г сырой массы (a) и Е/ мг белка (б), в контроле (1), 

 при ЭТГ (2), РА (3) и ТГ (4) 
 
Очистку Г6ФДГ из печени крыс контрольной группы и животных с ЭТГ про-

водили по вышеописанной схеме. Результаты очистки фермента представлены в 
таблице 1. Фракционирование сульфатом аммония позволило добиться очистки 
Г6ФДГ в 5.2 и в 5.0 раз в норме и при ЭТГ соответственно. После стадии гель-
фильтрации на сефадексе G-25 во фракциях, относящихся к пику активности 
Г6ФДГ, сульфат аммония не был обнаружен. Десорбция с ДЭАЭ-целлюлозы основ-
ного пика активности Г6ФДГ из печени контрольных животных происходила в диа-
пазоне концентраций КСl 150-200 мМ, а фермента, выделенного из поврежденной 



 

 
Попова и др. / Сорбционные и хроматографические процессы. 2016. Т. 16. № 6 

 

912

печени, - в градиенте 100-150 мМ. Вероятно, при патологии происходят конформа-
ционные изменения структуры исследуемого фермента и состава аминокислот, на-
ходящихся на поверхности белковой глобулы, что находит отражение в различиях 
хроматографических свойств. Применение ионообменной хроматографии позволило 
достичь степени очистки Г6ФДГ из печени крыс контрольной группы в 34.7 раза и 
из печени животных с ЭТГ в 32.9 раза. На заключительном этапе очистки - гель-
хроматографии на сефадексе G-150, были получены высокоочищенные ферментные 
препараты Г6ФДГ из печени контрольных и подвергнутых ЭТГ крыс со степенью 
очистки 108.8 и 100.4, удельной активностью 4.133 и 6.529 Е/мг белка, выходом 8.2 
и 8.3% соответственно (табл.1).  

Высокоочищенные ферментные препараты Г6ФДГ из гепатоцитов крысы бы-
ли использованы для изучения регуляции активности исследуемого фермента аде-
ниннуклеотидами, являющимися индикаторами энергетического состояния клетки, 
содержание которых изменяется при многих патологических состояниях. Было пока-
зано, что АТФ, АДФ и АМФ оказывают в различной степени выраженное воздейст-
вие на исследуемый фермент в норме и при патологии (рис. 2). АТФ ингибирует по 
неконкурентному типу Г6ФДГ из печени контрольных и подвергнутых ЭТГ крыс (Кi 
0.89 мМ и 0.7 мМ соответственно), причем более сильный ингибирующий эффект 
наблюдался в условиях нормы (рис. 2а). 
 
Таблица 1. Очистка глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы из печени контрольных и под-
вергнутых токсическому гепатиту крыс 

Стадия очи-
стки 

Условия 
опыта Активность, Е Количество 

белка, мг 

Удельная 
активность, 
Е/мг белка 

Выход, 
% 

Степень 
очистки 

Гомогенат 
норма 7.52±0.19 198.00±2.80 0.04± 0.003 100.0 - 

ЭТГ 13.35±0.23* 205.43± 
2.60* 

0.07± 
0.006* 100.0 - 

Фракциони-
рование 

(NH4)2SO4 

норма 4.15± 0.10 20.88± 0.29 0.19± 0.02 55.2 5.2 

ЭТГ 6.90± 0.12* 21.22± 0.30* 0.32± 0.02* 51.7 5.0 

Гель-
фильтрация 
на сефадексе 

G-25 

норма 4.42± 0.11 20.21± 0.27 0.22± 0.01 58.7 5.8 

ЭТГ 7.41± 0.13* 20.46± 0.26* 0.36± 0.02* 55.5 5.6 

Ионообмен-
ная хрома-
тогра-фия на 

ДЭАЭ-
целлюлозе 

норма 2.24± 0.02 1.70± 0.02 1.32± 0.05 29.8 34.7 

ЭТГ 3.70± 0.06* 1.73± 0.02* 2.14± 0.12* 27.7 32.9 

Гель-
хроматогра-
фия на се-
фадексе G-

150 

норма 0.62± 0.04 0.15± 0.001 4.13± 0.32 8.2 108.8 

ЭТГ 1.11± 0.05* 0.17 ±0.001* 6.53± 0.40* 8.3 100.4 

∗ - отличия от нормы достоверны (уровень значимости – 0.005<Р<0.05) 
 
Влияние АДФ на активность фермента имело более сложную зависимость 

(рис. 2б). При концентрациях АДФ до 0.02 мМ было выявлено незначительное по-
вышение активности фермента, при увеличении концентрации - угнетение активно-
сти Г6ФДГ, более выраженное в патологически измененной печени. Кi, определен-
ные в диапазоне концентраций от 0.08 до 0.4 мМ, составили 0.42 и 0.3 мМ в контро-
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ле и при ЭТГ. Для АМФ в условиях нормы наблюдался активирующий эффект при 
концентрации до 1.0 мМ, при повышении концентрации до 3.0 мМ отмечалось не-
значительное снижение активности Г6ФДГ (рис. 2в). При ЭТГ было выявлено более 
существенное возрастание активности фермента под действием данного нуклеотида. 
Так, при концентрации АМФ 2.0-3.0 мМ скорость реакции, катализируемой Г6ФДГ, 
увеличивалась в 1.8 раза (рис. 2в). 

 
а      б 

 
в 

Рис. 2. Влияние АТФ (а), АДФ (б) и АМФ (в) на активность глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы из печени крыс в норме (1) и при токсическом гепатите (2) 

Заключение 

Таким образом, обнаружены значительные изменения в активности Г6ФДГ 
при ЭТГ, РА и ТГ по сравнению с контролем. Комбинирование хроматографических 
методов позволило получить в высокоочищенном состоянии Г6ФДГ из печени крыс 
контрольной группы, а также животных с ЭТГ и исследовать некоторые регулятор-
ные свойства данного фермента. Полученные результаты свидетельствуют об изме-
нении функционирования Г6ФДГ, по-видимому, вследствие модификации ее струк-
туры в условиях развития оксидативного стресса. Нельзя исключить, что определен-
ные изменения могут играть роль в лимитировании уровня активных форм кислоро-
да и, как следствие, в уменьшении интенсивности свободнорадикального окисления 
за счет поставки НАДФН для ГР/ГП АОС. 

 
Работа выполнена при поддержке Минобрнауки России в рамках государст-

венного задания ВУЗам в сфере научной деятельности на 2014-2016 годы (задание 
№ 6.2477.2014/K). 
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