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Ранее нами была обоснована принципиальная возможность участия активных форм кисло-

рода (особенно супероксидного радикала) в реализации ряда протеолитических реакций, включая 
каталитическую функцию протеиназ и активацию их зимогенов [5, 9, 13–15]. Методом ингиби-
торного анализа было показано также, что расщепление картофельного крахмала панкреатиче-
ской и микробной α-амилазами подавляется каталазой и нитротетразолиевым синим [10]. 

Однако только этими примерами не исчерпывается многообразие энзиматического гидро-
лиза. Между тем на модельной химической системе генерации супероксидного радикала (NADH-
феназинметосульфат) при введении в нее АТР или GTP в концентрации 0,002 М было продемон-
стрировано высвобождение неорганического фосфата 0,07 и 0,23 М на 1М нуклеотида соответст-
венно [7]. 

Цель настоящей работы – методом ингибиторного анализа выявить принципиальную воз-
можность участия активных форм кислорода в расщеплении РНК и ДНК панкреатическими РНК-
азой и ДНК-азой соответственно. 

Материалы и методы. ДНК-азную и РНК-азную активность определяли по лизису соот-
ветственно ДНК селезенки быка или тРНК дрожжей в тонком слое агарового геля [3,8]. Концен-
трация нуклеиновых кислот при этом соответствовала 2–3 г/л, агар-агара – 10–15 г/л; в качестве 
растворителя использовали 0,02 М трис-HCl буфер рН 7,5. Пластины с нанесенными пробами 
инкубировали при 37 оС в течение 24 ч. Зоны лизиса визуализировали путем обработки 2 н хлор-
ной кислотой. Содержание белка определяли колориметрическим методом [12]. 

В работе использовали панкреатические РНК-азу и ДНК-азу производства ООО «Самсон-
Мед» (Санкт-Петербург, Россия), РНК-азу А тип Х-А, адреналин, Cu, Zn-супероксиддисмутазу 
эритроцитов, каталазу печени быка, цитохром С (Sigma, США), бактоагар типа «Difco» (Ferak, 
Германия), азид натрия, панкреатическую РНК-азу (Serva, Германия), кумасси голубой G-250 
(Fluka, Швейцария), нитротетразолиевый синий, D-маннит (Chemapol, Чехия), тиомочевину, DL-
гистидин, DL-триптофан, DL-метионин (Reanal, Венгрия). ДНК селезенки быка, тРНК дрожжей, 
а также другие реактивы квалификации «хч» или «чда» были производства стран СНГ, их ис-
пользовали после соответствующей дополнительной очистки. Все исследования выполнены не 
менее чем 4-кратно. Результаты обработаны статистически по t-критерию Стьюдента. 

Результаты и обсуждение. При «стандартной» схеме эксперимента добавление к нуклеа-
зам перехватчиков супероксидного (нитротетразолиевый синий, адреналин), гидроксильного 
(маннит, формиат, тиомочевина, этанол) радикалов, синглетного кислорода (азид натрия, гисти-
дин, триптофан, метионин), а также Н2О2 (каталаза печени) в конечной концентрации 10–3 М 
принципиального влияния на расщепление нуклеиновых кислот, как правило, не оказали (табл. 
1). Исключение составил лишь этанол, вызвавший увеличение активности нуклеаз на 30–35%. 
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Табл. 1. Расщепление РНК панкреатической РНК-азой и ДНК панкреатической ДНК-азой 
(мм2 зон лизиса) в тонком слое агарового геля при добавлении перехватчиков активных форм 
кислорода; концентрация раствора нуклеаз – 0,5 мг/мл, концентрация нуклеиновых кислот – 30 
г/л, агар-агара – 15 г/л; 0,02 М трис-HCl буфер рН 7,4 (n = 5) 
 

Эффектор Активность РНК-азы Активность ДНК-азы 
Контроль 
Нитротетразолиевый синий, 0,001 М 
Адреналин, 0,001 М 

1208 ± 62 
1251 ± 68 
1360 ± 93 

716 ± 29 
770 ± 35 
722 ± 20 

Контроль 
Маннит, 0,001 М 
Формиат, 0,001 М 
Тиомочевина, 0,001 М 
Этанол, 50% 
Азид натрия, 0,001 М 
Гистидин, 0,001 М 
Триптофан, 0,001 М 
Метионин, 0,001 М 

977 ± 48 
878 ± 43 
878 ± 35 
996 ± 42 

1319 ± 110* 
931 ± 30 
900 ± 46 

953 ± 101 
953 ± 52 

582 ± 30 
588 ± 12 
576 ± 22 

Не исследовали 
757 ± 30* 
523 ± 25 
523 ± 32 
581 ± 20 
588 ± 20 

 

Примечание: здесь и далее * − изменения статистически достоверные при Р≤ 0,05. 
 
Добавление каталазы, например, к РНК-азе в конечной концентрации 2,7 или 5,4 мг/мл 

(8 100 или 16 200 ЕД/мл) на лизис РНК не влияло: размер зон лизиса соответствовал 607 ± 21 или 
584 ± 15 против 572 ± 16 мм2 в контроле. Проведенные нами исследования показали, что в образ-
цах каталазы фирмы “Sigma” (при концентрации ее 19,3 мг/мл в опыте) присутствует примесь 
нуклеаз. Эти образцы вызывали расщепление РНК и ДНК, площадь зон лизиса которых состав-
ляла: 576 ± 15 и 564 ± 19 мм2 соответственно. Причем такая активность не подавлялась азидом 
натрия (10–2 М), блокирующим каталитическую функцию каталазы. Следовательно, расщепление 
нуклеиновых кислот образцами каталазы не сопряжено с активным центром этой оксидоредукта-
зы, а вызвано примесями нуклеаз. В силу этой причины в дальнейших экспериментах мы отказа-
лись от использования каталазы. 

Как было отмечено ранее [13,15], при исследовании протеолитических процессов на кон-
кретных объектах мы столкнулись с рядом особенностей ингибирующего действия перехватчи-
ков активных форм кислорода. Эти особенности свидетельствуют о сложности участия, в частно-
сти, супероксидного радикала в протеиназном катализе и, весьма вероятно, наличии каких-либо 
обходных путей. О сущности последних в настоящее время можно лишь строить предположения. 
Так, протеолитическая активность плазмина, субтилизина, папаина, пепсина, металлопротеиназы 
золотистого стрептококка, плазминогенактиваторная функция стрептокиназы резко и стабильно 
подавлялись при добавлении нитротетразолиевого синего. Плазминогенактиваторная функция 
урокиназы в присутствии данного перехватчика угнеталась лишь в ранней фазе процесса расще-
пления фибрина, затем скорость активации возрастала и конечный результат не отличался от 
контроля [13,15]. 

В настоящем исследовании влияние перехватчиков гидроксильного радикала в динамике 
лизиса РНК РНК-азой не превышало 21%. Лишь этанол в концентрации 50% стимулировал рас-
щепление нуклеиновой кислоты, что также было наиболее демонстративно (в 1,35–1,55 раза) в 
начальной фазе процесса (рисунок). 

Перехватчики синглетного кислорода подавляли активность РНК-азы также только в на-
чальный период расщепления нуклеиновой кислоты – на 35–37%. Более того, перехватчики су-
пероксидного радикала – нитротетразолиевый синий, адреналин и цитохром С в первый час сти-
мулировали расщепление РНК со 144 ± 12 мм2 в контроле до 182 ± 20, 176 ± 23 и 176 ± 21 мм2 
соответственно – увеличение не превышало 28%. В последующий период интенсивность расще-
пления РНК не отличалась от контроля. Раскрытие природы этих достаточно слабых эффектов 
нуждается в отдельном изучении. Они наводят на мысль о том, что в реакционной системе может 
присутствовать несколько видов активных форм кислорода, вступающих в различные взаимо-
действия. Кроме того, в металлсодержащей системе супероксидный радикал достаточно быстро 
трансформируется в иные формы активированного кислорода. 
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Рисунок. Изменения (% к контролю) интенсивности расщепления в тонком слое агара РНК 
рибонуклеазой в присутствии перехватчиков ۟ОН-радикала (А) или синглетного кислорода (Б): 

1− маннита; 2 − формиата натрия; 3 − тиомочевины; 4 − этанола; 5− азида натрия; 6 − гистидина; 7 − 
триптофана; 8 − метионина в конечной концентрации 10–-2 М. 

Концентрация агара – 15 г/л, РНК – 10 г/л, РНК-азы – 0,5 мг/мл; 0,02 М трис-HCl буфер рН 7,5. 
 
Судя по изложенным данным, при «стандартной» схеме эксперимента перехватчики актив-

ных форм кислорода оказали весьма слабое влияние на активность РНК-азы. 
Как мы уже отмечали [10], выявление участия активных форм кислорода в подобных про-

цессах – достаточно сложная задача. Это касается и ингибиторного анализа. Она обусловлена 
тем, что, например, ранее исследованные нами протеиназы и зимогены генерировали активные 
формы кислорода со скоростью 10–1–10–3 M.мин–1 на 1 M белка, а концентрация протеиназ в экс-
периментах, как правило, не превышала 10–5 М. А константа же взаимодействия того же нитро-
тетразолиевого синего с О2¯ находится, как известно, в пределах 104–106 M–1.с–1, что на несколько 
порядков менее констант протонирования последнего, реакции его с 

.
OH, HO

.
2 и другими. О 

весьма небольшой концентрации сколь-нибудь долгоживущих О2¯ и отсутствии в системе других 
оксидоредуктантов свидетельствует тот факт, что содержащие ДНК(РНК) агаровые пластины не 
имели интенсивной фиолетовой окраски. 

При выявлении участия активных форм кислорода в подобных энзиматических реакциях с 
помощью перехватчиков или ловушек следует принимать во внимание, что демонстративные из-
менения активности могут быть достигнуты лишь в тех случаях, когда функционально (катали-
тически) значимая форма активного кислорода доступна перехватчику: она либо выделяется в 
растворитель или частичная дестабилизация макромолекулы энзима позволяет получить такой 
доступ. Иллюстрацией одной из особенностей такого плана являются результаты о подавлении 
нитротетразолиевым синим расщепления фибрина трипсином или α-химотрипсином лишь в ран-
ней фазе процесса, которое проявилось только в 8 М растворе мочевины [6]. 

Действительно, при добавлении к растворам нуклеаз мочевины картина существенно изме-
нялась. Прежде всего следует отметить, что эта часть экспериментов с ДНК-азой выполнена при 
рН 7,5 и 8,5, тогда как с РНК-азой – лишь при рН 7,5, поскольку при рН 8,5 образцы этой нуклеа-
зы в присутствии 8 М мочевины были неактивны. В присутствии 4 М мочевины использованные 
перехватчики активированного кислорода даже в концентрации 10–2 M на расщепление ДНК 
панкреатической ДНК-азой влияния не оказали: изменения активности не превышали ± 15% 
(табл. 2). Ситуация принципиально не менялась при увеличении концентрации денатуранта до 7 
М (не показано). Вместе с тем при концентрации мочевины 8 М отмечено резкое угнетение ак-
тивности ДНК-азы нитротетразолиевым синим при обоих значениях рН. 

Действие перехватчиков активных форм кислорода на активность РНК-азы аналогично 
ДНК-азе на фоне 4 или 7 М мочевины не проявилось: изменения активности колебались в преде-
лах 12% (не показано). Увеличение концентрации денатуранта до 8 М вело к подавлению актив-
ности этой нуклеазы нитротетразолиевым синим на 53% (табл. 3). 
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Табл. 2. Влияние перехватчиков форм активированного кислорода на расщепление ДНК 
панкреатической ДНК-азой (мм2 зон лизиса) в тонком слое агарового геля в присутствии мочеви-
ны; концентрация раствора ДНК-азы – 0,5 мг/мл, 0,02 М трис-HCl буфер (n = 5) 

 

Концентрация мочевины 
Эффектор, 10–2 М 

4 М, рН 7,5 8 М, рН 7,5 8 М, рН 8,5 
Без добавок (контроль) 
+ нитротетразолиевый синий 
+ адреналин 
+ супероксиддисмутаза 
+ стрептокиназа 

444 ± 20 
408 ± 17 
430 ± 22 
431 ± 10 
437 ± 17 

326 ± 23 
120 ± 8* 
359 ± 30 
287 ± 23 
293 ± 23 

253 ± 20 
64 ± 7* 

290 ± 14 
240 ± 18 
247 ± 15 

Без добавок (контроль) 
+ D-маннит 
+ формиат натрия 
+ тиомочевина 
+ этанол, 25% 
+ азид натрия 
+ DL-гистидин 
+ DL-триптофан 
+ DL-метионин 

404 ± 19 
396 ± 19 
390 ± 16 
395 ± 9 

449 ± 25 
388 ± 20 
380 ± 18 
370 ± 20 
377 ± 10 

317 ± 21 
323 ± 14 
298 ± 23 
268 ± 28 
313 ± 22 
264 ± 29 
289 ± 29 
285 ± 23 
288 ± 28 

257 ± 23 
248 ± 0 

217 ± 22 
207 ± 27 
276 ± 19 
242 ± 12 
242 ± 0 

253 ± 27 
256 ± 10 

 

Примечание: здесь и далее конечная концентрация супероксиддисмутазы – 0,1 мг/мл (500 ЕД/мл), 
стрептокиназы – 1000 МЕ/мл. 

 

Табл. 3. Расщепление РНК панкреатической РНК-азой (мм2 зон лизиса) в тонком слое ага-
рового геля при добавлении к энзиму перехватчиков активных форм кислорода в присутствии 
8 М мочевины; концентрация раствора РНК-азы – 0,5 мг/мл, 0,02 М трис-HCl буфер рН 7,5 (n = 5) 
 

Эффектор Активность РНК-азы Эффектор  Активность РНК-азы 
Без добавок (контроль) 
+ нитротетразолиевый 
синий 
+ адреналин 
+ супероксиддисмутаза 
+ стрептокиназа 

331 ± 20 
155 ± 7* 

 
299 ± 18 
277 ± 17 
292 ± 13 

Без добавок (контроль) 
+ D-маннит 
+ формиат натрия 
+ тиомочевина 
+ этанол, 10% 
+ азид натрия 
+ DL-гистидин 
+ DL-триптофан 
+ DL-метионин 

313 ± 22 
285 ± 17 
268 ± 15 
240 ± 20 
282 ± 15 
250 ± 23 
283 ± 0 

280 ± 10 
270 ± 17 

 

По-видимому, развертывание глобул нуклеаз, не ведущее, однако, к катастрофическим последст-
виям для их каталитической функции, может способствовать высвобождению функционально значи-
мых О2¯-радикалов в раствор и (или) увеличивать доступ перехватчика к радикалгенерирующим сай-
там нуклеаз – радикал может и не высвобождаться в растворитель. Нужно отметить, что супероксид-
дисмутаза, как и стрептокиназа, не оказала эффекта, возможно, из-за достаточно большого размера 
макромолекулы, препятствующего контакту с такими сайтами нуклеаз. Проявлению действия суперок-
сиддисмутазы не способствовали также присутствие денатуранта в высокой концентрации и темпера-
тура расплавленного агара. В этом отношении стрептокиназа более «благополучна», поскольку в функ-
циональном плане отличается значительной термостабильностью и выдерживает воздействие 8 М мо-
чевины [4]. Однако продукт ее взаимодействия с супероксидным радикалом остается пока неиденти-
фицированным. Не исключены и причины зарядового характера. Кроме того, катализируемая суперок-
сиддисмутазой реакция заключается в образовании из супероксидных радикалов гидропероксида, 
опять-таки способного разлагаться в металлсодержащей системе с образованием активных форм ки-
слорода. Этот энзим не является необратимой «ловушкой» в отличие от нитротетразолиевого синего. 

Однако скорее всего молекулы нуклеаз – не единственный источник О2¯ в системе. Хоро-
шо известно, что нуклеиновые кислоты способны связывать катионы металлов переменной ва-
лентности, могущие в присутствии кислорода продуцировать его активированные формы, в том 
числе супероксидный радикал. Как оказалось, сильное угнетение расщепления нуклеиновых ки-
слот нуклеазами может быть достигнуто без применения мочевины, но путем насыщения пере-
хватчиком О2¯ всей тестовой системы. Так, введение нитротетразолиевого синего в концентра-
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ции 10–3 M в содержащий нуклеиновую кислоту агаровый гель вело к подавлению активности 
РНК-азы на 67%, а ДНК-азы – на 28%. При увеличении концентрации перехватчика вдвое эти 
величины составляли 87 и 65% соответственно (табл. 4). 

 

Табл. 4. Влияние нитротетразолиевого синего, добавленного в содержащий нуклеиновые 
кислоты агаровый гель, на расщепление РНК панкреатической РНК-азой и ДНК панкреатической 
ДНК-азой (мм2 зон лизиса) в тонком слое агарового геля; концентрация раствора нуклеаз – 0,5 
мг/мл, 0,02 М трис-HCl буфер, рН 7,5 (n = 5) 

 

Вариант эксперимента Активность РНК-азы Активность ДНК-азы 
Контроль 
+ нитротетразолиевый синий, 0,001 М 

1216 ± 50 
396 ± 19* 

639 ± 16 
460 ± 15* 

Контроль 
+ нитротетразолиевый синий, 0,002 М 

1252 ± 46 
163 ± 10* 

606 ± 14 
212 ± 10* 

 
На образцах РНК-азы А тип Х-А (Sigma) были получены аналогичные изложенным выше 

результаты (не показано). 
Итак, изложенные данные впервые демонстрируют подавление активности ДНК-азы и 

РНК-азы при использовании в качестве субстратов соответствующих нуклеиновых кислот пере-
хватчиком О2¯ – нитротетразолиевым синим. Это позволяет предполагать возможность участия 
указанного радикала в каталитической функции нуклеаз. Таковая возможность косвенно подкре-
пляется изложенными в литературе данными о том, что 

1) методом квантовой молекулярной динамики установлена реализация дефосфорилирова-
ния нуклеозидтрифосфата катионами Mg по радикальному механизму [11]; 

2) белок-ингибитор РНК-азы (50 кДа), выделенный из плаценты коров, способен перехва-
тывать О2¯, 

.
OH, О2

Δ1 и радикальные производные липидов [1]; 
3) синтезированный гемин-гексапептидный (фрагмент фактора клеток HLDF) конъюгат 

способен по окислительному механизму расщеплять ДНК – своего рода модель нуклеазы [2]. 
Вместе с тем при складывающемся впечатлении функциональной значимости для расщепления 

нуклеиновых кислот нуклеазами именно супероксидного радикала мы не можем утверждать, что 
именно он участвует во фрагментации нуклеиновых кислот. Выше упоминалось об интенсификации 
расщепления нуклеиновой кислоты в присутствии этанола. Как известно, алифатические спирты, в 
том числе этанол, являются наиболее специфичными и эффективными перехватчиками гидроксильно-
го радикала. Это позволяет считать, что в исследуемой реакционной системе гидроксильный радикал 
(если таковой образуется) скорее оказывает негативное воздействие на функциональные свойства 
нуклеазы или же взаимодействует с теми формами активированного кислорода, которые функцио-
нально значимы для энзиматического расщепления нуклеиновой кислоты. В то же время так называе-
мый «криптогидроксильный» радикал фактически недоступен воздействию перехватчиков. Данный 
аспект, как и возможность существования радикалгенерирующих сайтов (и их природа) в макромоле-
кулах нуклеаз, составляет достаточно сложную и объемную задачу дальнейших исследований. 

Необходимо упомянуть, что каталитический белок может не обладать собственной ради-
калгенерирующей способностью. Так, при изучении активации плазминогена стрептокиназой 
(процесс полностью подавляется нитротетразолиевым синим или адреналином) оказалось, что 
О2¯ радикал может генерировать только плазминоген, но не стрептокиназа. Последняя способна 
трансформировать его, подавляя редукцию нитротетразолиевого синего в химических системах 
генерирования О2¯ и автоокисление пирогаллола [4]. 

Характер изложенных в настоящей статье результатов позволяет также полагать, что ис-
точником функционально значимых для нуклеазного катализа О2¯, по-видимому, является не 
только макромолекула нуклеазы, но и расщепляемый субстрат – нуклеиновая кислота. 
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Summary 
 

Effect of scavengers of various active oxygen species on DNA or RNA cleavage by pancreatic 
DNAase or RNAase accordingly was studied. For the first time the inhibition of nucleases’ activity by 
the scavenger of superoxide radical – nitrotetrazolium blue in the presence of 8 M (but not 4 or 7 М) 
urea was demonstrated. It is supposed, that the effect was caused by loosening of nucleases’ globules 
and increase of availability of nuclease radical-generating sites for the scavenger. The reasons of inaf-
fectiveness of superoxide radical scavengers such as superoxide dismutase or streptokinase on nucleic 
acids’ cleavage by the nucleases are discussed. For the first time the inhibition of nucleases’ enzymic 
activity was showed in the absence of urea, but under saturation of the system with nitrotetrazolium 
blue. It gives the base to consider the substrate – nucleic acid as an independent source of superoxide 
radicals, which are functionally significant for nuclease catalysis. Set of the obtained data allows to con-
sider the function of nucleases as mediated with intire superoxide radicals, produced by "enzyme-
substrate" system. 

Key words: active oxygen species, DNA, RNA, nuclease 
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