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ИЗУЧЕНИЕ ЭФФЕКТИВНОСТИ МЕТОДА ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ  

ЭНДО-β-1,4-ГЛЮКАНАЗЫ В РАСТЕНИЯХ ЛЬНА-ДОЛГУНЦА 
The main methods of measurement of endo-β-1,4-glucanase is described, cup-plate test with plant 

extracts of fiber-flax cultivar K-65 is carried out. The necessary of previous purification of protein ex-
tract from minor stuff is approved. The main methods of protein purification are studied. Selected the 
most suit method of purification – gel-filtration with usage of Sephadex G100 gel. 

Введение. Ферменты, относящиеся к классу 
эндо-β-1,4-глюканаз (целлюлаз), встречаются 
во всех организмах, разрушающих целлюлозу 
или использующих ее в метаболизме. Целлюла-
за гидролизирует β-1,4-гликозидные связи  
в некристаллической целлюлозе, образуя оли-
госахариды и целлобиозу [1]. Целлюлоза явля-
ется самым распространенным полимером рас-
тительного происхождения. Несмотря на то, 
что это регулярный полимер глюкозы, соеди-
ненной β-1,4-гликозидными связями, механизм 
его синтеза до конца не изучен. В растительной 
клетке макромолекулы целлюлозы объединены 
в микрофибриллы, входящие в состав клеточ-
ной стенки. В настоящее время процессы син-
теза целлюлозы и сборки микрофибрилл актив-
но изучаются во всем мире. 

На данный момент известны только основ-
ные участники биосинтетического процесса, 
остаются невыясненными механизмы регуля-
ции биохимических стадий синтеза целлюло-
зы, ее отложения и сборки, взаимодействия 
компонентов, обеспечивающих клетку функ-
ционально активной стенкой. В связи с важно-
стью и многочисленностью выполняемых цел-
люлозой функций сборка клеточных стенок 
требует чувствительной, синхронизированной 
системы сигналов, ферментов и строительных 
блоков. Удобными объектами для изучения 
биосинтеза целлюлозы и образования клеточ-
ной стенки являются организмы, обладающие 
специфическими особенностями целлюлозно-
го синтеза. Растения льна-долгунца характери-
зуются развитой флоэмной тканью, которая 
состоит из высокоспециализированных лубя-
ных волокон, выполняющих механическую 
функцию. Клеточные стенки льняного волокна 
на 90% состоят из микрофибрилл целлюлозы, 
которые имеют кристаллические и аморфные 
области. В кристаллических областях молеку-
лы целлюлозы четко ориентированы друг от-
носительно друга, а в аморфных областях они 
не имеют строгой структуры. 

В процессе биосинтеза целлюлозы участвуют 
крупные ферментные комплексы, компонентом 
которых может являться эндо-β-1,4-глюканаза [2]. 
Основные закономерности действия этого фер-

мента являются общими для всех групп орга-
низмов, но в отличии от бактериальных  
и грибных β-глюканаз, растительные ферменты 
обладают более сложной регуляцией и меха-
низмом действия [3–5]. Некоторые целлюлазы 
экспрессируются только в момент созревания 
плодов или опадания листьев [6]. Экспрессия 
других эндоглюканаз активируется при прорас-
тании семян, росте гипокотилей и колеоптилей, 
что указывает на возможную роль данных фер-
ментов в сборке и коррекции полисахаридов 
клеточной стенки [7, 8]. 

Изучение целлюлаз связано со специфиче-
скими проблемами – естественный субстрат 
нерастворим и состоит из структурно различ-
ных участков (аморфных и кристаллических 
областей), кроме того, множество экзо- и эн-
доглюканаз работают совместно в комплексе  
и имеют сложную систему регуляции. Изуче-
ние целлюлазного комплекса растений связано 
также с трудностями выделения, очистки и оп-
ределения биохимических характеристик эн-
доглюканаз [9, 10]. 

Наиболее изученными являются целлюлазы 
грибного и бактериального происхождения, для 
исследования β-глюканаз грибов вида Tricho-
derma используются различные способы: опреде-
ление редуцированных сахаров, вискозиметриче-
ский метод и чашечный метод. 

Для определения редуцированных сахаров  
в качестве субстратов рекомендовано приме-
нять фильтровальную бумагу, карбоксиметил-
целлюлозу (КМЦ) или гидроксиэтилцеллюлозу. 
Нерастворимый субстрат либо раствор субстра-
та известной концентрации обрабатывается оп-
ределенное время при подходящей температуре 
раствором целлюлазы. После инкубации в рас-
твор добавляется динитросалициловая кислота 
для определения концентрации глюкозы по оп-
тической плотности при 540 нм [11]. 

Определение редуцированных сахаров 
можно также осуществлять с помощью метода 
Шомодьи – Нельсона, в котором используются 
те же принципы, но другие реагенты и спек-
трофотометрия проводится при 520 нм. Этот 
способ является более трудоемким из-за слож-
ных реагентов, но и более точным – он позво-
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ляет определить 5–100 мкг глюкозы в 4 мл рас-
твора [12]. На основании полученных данных 
рассчитывали активность фермента по уравне-
ниям, различным для каждого субстрата. 

Количественное определение активности 
целлюлазы может быть проведено и с помощью 
вискозиметрического метода. Этот способ ос-
нован на изменении вязкости раствора КМЦ 
при ее расщеплении глюканазами. Сначала из-
меряют скорость истечения необработанного 
раствора КМЦ, вычисляют степень вязкости, 
затем в раствор добавляется целлюлаза и инку-
бируется определенное время. По разнице сте-
пени вязкости, через скорость истечения, кон-
трольного и опытного образцов находится ак-
тивность целлюлазы. 

Качественное определение целлюлазы осно-
вано на связывании определенных красителей  
с субстратом, в частности с КМЦ. В качестве 
красителей могут быть использованы Конго 
красный, гексадецилтриметил аммоний бромид 
или йод Грама [13]. Наиболее доступным и про-
стым является чашечный метод – на среду  
с КМЦ наносится раствор целлюлазы и через 
некоторое время обрабатывается красителем. 
Активность целлюлазы проявляется как зона 
просветления, так как краситель не связывается 
с продуктами распада целлюлозы. Для опреде-
ления изоферментов целлюлаз проба может 
быть разделена с помощью электрофореза в по-
лиакриламидном геле по Лэммли [14] с SDS. 

Цель данного исследования состояла в под-
боре наиболее удобного и доступного метода  
и адаптации его для определения активности 
именно растительных эндоглюканаз. Из выше-
описанных способов нами был выбран чашеч-
ный метод определения активности целлюлазы.  

Основная часть. В качестве объекта иссле-
дования применяли растения льна-долгунца 
сорта К-65. Для качественного определения 
активности целлюлазы использовали чашечный 
тест, разработанный для определения целлюлаз 
микроорганизмов [15]. 

Для стимуляции экспрессии эндо-β-1,4-глю-
каназы 5-суточные проростки льна обрабатывали 
0,1%-ной 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислотой 
(синтетический аналог ауксина). В опытах ис-
пользовали обработанные и необработанные рас-
тения и 1%-ный раствор целлюлазы Trichoderma 
viride (U / mg = 1,8) в качестве контроля. В чашку 
Петри заливали раствор 1,4%-ной агарозы  
и 0,6%-ный раствор КМЦ в соотношении 1 : 1. 
Для анализа применяли проростки на 3 сут после 
обработки. Навеску проростков (200 мг) фикси-
ровали в жидком азоте и растирали в ступке. По-
сле отмерзания добавляли 400 мкл экстракцион-
ного буфера 1 (натрий-фосфатный буфер 20 мМ, 
pH = 6,2, содержащий 2,5% глицерина). Центри-
фугировали 15 мин при 13 000 об/мин. Суперна-
тант использовали для определения буферо-

растворимой целлюлазы (целлюлаза 1). Для по-
лучения буферо-нерастворимой целлюлазы (цел-
люлаза 2) осадок ресуспензировали с 200 мкл 
экстракционного буфера 2 (натрий-фосфатный 
буфер 20 мМ, pH = 6,2, содержащий 2,5% глице-
рина и 1 моль хлорида натрия). На гель наносили 
по 10 мкл экстрактов и контроля. Инкубировали 
3 ч при 35°С. Наливали 0,1%-ный раствор краси-
теля Конго красный на 30 мин. Добавляли 20–30 мл 
1 М хлорида натрия на 10 мин для выявления зон 
энзиматической активности. В некоторых случа-
ях приливали 1%-ную уксусную кислоту для из-
менения pH среды и более выраженной окраски. 

Результаты чашечного теста с использованием 
растительных экстрактов представлены на рис. 1. 

 

 
Рис. 1. Сектора 4, 5, 6 – растительные экстракты, 

сектор к – контроль 

Пятна растительных экстрактов значительно 
отличались от контроля по форме, интенсивно-
сти и цвету. Контроль проявлялся как бледная 
зона просветления, а растительные экстракты 
как желтые пятна неправильной формы. Появ-
ление желтой окраски, вероятно, обусловлено не 
ферментативной активностью целлюлазы, а не-
которым компонентом растительного экстракта. 
Для проверки этого предположения был прове-
ден следующий опыт: из системы фермент – 
субстрат была исключена КМЦ (рис. 2). 

В результате на чашке с КМЦ наблюда-
лись ярко выраженные зоны во всех секторах, 
а на чашке без КМЦ, где отсутствовал суб-
страт для активности фермента, проявилась 
окраска только растительных экстрактов (рис. 2, 
сектора 1–4). 

 

 
Рис. 2. Чашка слева содержит гель с КМЦ,  

справа – гель без КМЦ.  
Сектора 1, 2, 3, 4 – растительные экстракты,  

сектор к – контроль 
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Первым шагом в модификации методики 
было применение различных способов очистки 
экстрактов и определение их эффективности. 
На чашку без КМЦ наносили неочищенный 
экстракт, экстракты, очищенные различными 
методами, и контроль. Экстракты очищали 
хлороформом или поливинилпиролидоном. По-
сле инкубации экстрактов на агарозном геле 
без КМЦ неочищенный экстракт показал яркую 
окраску, а целлюлаза никак не выявлялась.  
В результате обработки поливинилпиролидо-
ном появилось розовое окрашивание, а хлоро-
форм лишь снизил яркость окраски. Ни один из 
вышеперечисленных методов не позволял очи-
стить экстракт без дополнительных цветовых 
эффектов. Далее использовали метод гель-
фильтрации для очистки фермента. 

Растительный экстракт пропускали через 
колонку, заполненную гелем Sephadex G100,  
и наносили на среду без КМЦ, при этом окра-
шивания не наблюдалось. Поскольку гель 
Sephadex G100 пропускает молекулы массой до 
100 кДа, а исследуемые целлюлазы имеют мас-
су 50–70 кДа, следовательно, фермент должен 
проходить через гель. 

Заключение. Таким образом, чашечный 
метод является простым и наглядным спосо-
бом качественного определения активности 
целлюлазы, но для определения растительных 
β-глюканаз необходимо проводить очистку 
экстрактов методом гель-фильтрации. 
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