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Внутриклеточная локализация протеолитиче�
ских ферментов и их белковых ингибиторов в
тканях и органах животных изучена в той или
иной степени (Коновалов, 1986; Немова, 1996;
Ohshita, Kido, 1995; Zhivotovsky et al., 1995; Chap�
man et al., 1997). Однако, эти работы, в основном,
сосредоточены на исследовании субклеточных
фракций тканей позвоночных животных. Уста�
новлено, что белковые ингибиторы позвоночных
локализованы в клетке в зависимости от выпол�
няемых функций в ядерной, митохондриальной и
лизосомальной фракциях, в эндоплазматическом
ретикулуме, цитозоле, плазматической мембране
и в других субклеточных структурах (Куцый и др.,
1999; Vasilev et al., 1991; Spiess et al., 1994; Gburek
et al., 1995; Wakayama, Iseki, 1997; Fabra, Cerdà,
2004).

Данные о субклеточном распределении про�
теолитических ферментов и белковых ингибито�
ров в тканях и органах насекомых крайне ограни�
чены (Cho et al., 1999; Gan et al., 2001; Yamahama
et al., 2003; Zhao et al., 2005; Yang et al., 2006, Yang
et al., 2007). Исследование динамики активности
пептидогидролаз и их белковых ингибиторов у
насекомых в процессе их развития демонстрирует
определяющую роль белковых ингибиторов про�
теиназ в регуляции протеолиза в онтогенезе насе�

комых (Ярыгин и др., 2001). Существенную ин�
формацию о функциональной роли белковых ин�
гибиторов предоставляет изучение субклеточной
локализации пептидогидролаз и их белковых ин�
гибиторов. 

В настоящей работе предпринято исследова�
ние субклеточной локализации пептидогидролаз
и их белковых ингибиторов в грене тутового шел�
копряда.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материалом для выделения субклеточных
фракций служила грена гибрида М7 × М6, пред�
ставленная Миргородским гренажным заводом
(Украина, Полтавская обл.), находящаяся на
4 дне постдиапаузного развития (бластокинез).
Грена в этот период развития характеризуется на�
личием двух типов клеток – клеток развивающе�
гося зародыша и желточных клеток. Однако ос�
новную массу клеток на данной стадии развития
грены представляют желточные или питающие
клетки, запасные вещества которых интенсивно
используются в процессе роста и дифференци�
ровки зародыша.

Субклеточное фракционирование грены туто�
вого шелкопряда осуществляли методом диффе�
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ренциального центрифугирования (Банников,
1983). Все операции по выделению из грены суб�
клеточных фракций проводили при 0–2°С.

Для получения субклеточных фракций навес�
ку грены (25 г) гомогенизировали в гомогенизато�
ре Даунса в 100 мл 0.01 М трис�НСl буфера
(рН 7.3), содержащего 0.32 М сахарозы, 5 мМ
СаСl2, 3 мМ МgCl2 и 5 мМ КСl. Гомогенат филь�
тровали через капроновую ткань для отделения
хориона, после чего фильтрат центрифугировали
при 200 g в течение 10 мин на центрифуге К�23
(“Janetzki”, Германия). Полученный осадок (кле�
точные обломки) отбрасывали, а из надосадочной
жидкости осаждали ядра, центрифугированием
при 900 g в течение 10 мин. Осадок (грубая ядер�
ная фракция) трижды промывали 0.01 М Трис�
НСl (рН 7.3) буфером, содержащем 0.127 М NaCl,
5 мM CaCl2, 3 мM MgCl2 и 5 мМ КСl (буфер В),
каждый раз центрифугируя полученную суспен�
зию при 900 g в течение 15 мин. Промывные воды
отбрасывали, а осадок представлял собою очи�
щенную ядерную фракцию.

Остальные субклеточные фракции выделяли
методом дифференциального центрифугирова�
ния объединенного супернатанта, полученного
после отделения грубой ядерной фракции. Осадок
митохондриальной фракции собирали после цен�
трифугирования супернатанта при 4500 g в течение
10 мин, а лизосомальной фракции – при 20000 g в
течение 60 мин. Каждую субклеточную фракцию
трижды отмывали от сахарозы буфером В.

Для освобождения от сахарозы постлизосо�
мальной фракции (супернатант, полученный по�
сле выделения лизосомальной фракции), ее
аликвоту подвергали диализу в течение 12 часов
против 0.01 М трис�НСl буфера, рН 7.3.

Разрушение субклеточных фракций проводи�
ли путем двухкратного замораживания и оттаи�
вания. Полученные суспензии центрифугирова�
ли при 15000 g в течение 30 мин, используя в
дальнейшем супернатанты в качестве исходных
препаратов для выявления в них активности
протеолитических ферментов и их белковых ин�
гибиторов.

Чистоту полученных субклеточных фракций
контролировали измерением в них активности
маркерных ферментов: в митохондриальной
фракции – цитохром�с�оксидазы, в лизосомаль�
ной – кислой фосфатазы (Кривченкова, 1977,
Морозова, Безбородова,1972).

Содержание белка в экстрактах субклеточных
фракций определяли по методу Лоури (Lowry
et al., 1951).

Общую протеолитическую активность раство�
римых белков грены тутового шелкопряда опре�
деляли по методу Ансона (Anson, 1939), модифи�
цированному для выявления активности пепти�
догидролаз в тканях и органах тутового

шелкопряда (Клунова и др., 1987). С этой целью к
0.15 мл 1%�ного раствора гемоглобина в фосфат�
но�цитратном буфере (рН 2.2–7.2), либо 0.5%�
ного раствора казеина в 0.2 М боратном буфере
(рН 7.2–8.0) и в 0.05М боратном буфере (рН 9.0–
10.2) добавляли 0.2 мл ферментного экстракта,
содержащего до 300 мкг белка. Полученную смесь
инкубировали при 37°C в течение 16 ч, а затем ре�
акцию останавливали добавлением к реакцион�
ной смеси 0.24 мл 10%�ного раствора трихлорук�
сусной кислоты (ТХУ). В контрольных вариантах
ТХУ добавляли к смеси одновременно с фермент�
ным экстрактом. Полученные смеси помещали
на 10 мин в холодильную камеру для формирова�
ния осадка, который отделяли центрифугирова�
нием при 8000 g. К 0.3 мл полученного суперна�
танта добавляли 0.6 мл 0.5М NaOH и 0.18 мл реак�
тива Фолина (0.7 н.). Через 5 мин определяли
оптическую плотность реакционной смеси при
750 нм. Измерение активности трипсино� и хи�
мотрипсиноподобных протеиназ проводили
спектрофотометрическим методом, описанным в
руководстве “Preparations for biochemistry” фир�
мы “Merck” (Германия), используя в качестве
субстратов растворы N�бензоил�D,L�аргинил�п�
нитроанилида (BAPNA) и сукцинил�D,L�фенил�
аланин�п�нитроанилида (SUРНEPA) в диметил�
формамиде из расчета 5 мг/мл. За единицу про�
теолитической активности грены тутового шел�
копряда принимали такое количество фермент�
ного препарата, которое вызывало увеличение
оптической плотности на 0.01 при длине волны
750 нм в случае применения природных субстра�
тов и при длине волны 405 нм в случае использо�
вания синтетических субстратов. 

Для определения подклассовой принадлежно�
сти протеолитических ферментов, выявленных в
субклеточных фракциях в грене тутового шелко�
пряда, использовали ингибиторный анализ с
применением специфических ингибиторов про�
теиназ соответствующих подклассов: в качестве
ингибитора сериновых протеиназ – фенилметил�
сульфонилфторида, цистеиновых протеиназ –
п�хлормеркурибензоата, аспартильных протеи�
наз – пепстатина и металлопротеиназ – этиленди�
аминтетраацетата. Концентрация всех вышепере�
численных ингибиторов составляла 1 × 10–3 М.
Оценивая влияние тех или иных ингибиторов, вы�
числяли долю (% от контроля) остаточной актив�
ности фермента в присутствии соответствующего
эффектора.

О наличии эндогенных ингибиторов пептидо�
гидролаз в субклеточных фракциях грены тутово�
го шелкопряда судили по торможению активно�
сти соответствующих коммерческих препаратов
протеиназ (папаина, пепсина, трипсина и химот�
рипсина) в присутствии ферментных экстрактов
грены. Эндогенную ингибиторную активность по
отношению к протеолитическим ферментам
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(трипсину и химотрипсину) определяли спектро�
фотометрически по расщеплению синтетических
субстратов ВАРNА и SUPHEPA. Эксперимент
проводили с использованием трех серий проб.
Все серии и пробы были унифицированы по объ�
емам и количеству одноименных компонентов,
времени и условиям инкубации. Первая серия
представляла собою контроль, в котором актив�
ность коммерческого препарата фермента прояв�
лялась в исходном варианте. Пробы содержали
0.3 мл буфера с соответствующим значением рН,
0.15 мл раствора модельного субстрата (500 мкг) и
0.05 мл раствора фермента (15 мкг). Опытные
пробы второй серии, кроме перечисленных ком�
понентов, содержали 0.2 мл исходного экстракта
(0.1 мг белка). На образование комплекса фер�
мент�ингибитор отводилось 20 мин, по истече�
нии указанного времени в инкубационную среду
вносили раствор субстрата и пробы выдерживали
40 мин при комнатной температуре. Третья серия
проб представляла собой контроль, позволяю�
щий тестировать возможную активность эндо�
генных протеаз по отношению к вносимым суб�
стратам и маскирующим действие ингибитора.
Пробы третьей серии содержали буфер, субстрат
и исходный белковый экстракт. Варианты каждой
серии имели собственные контроли на реагенты.
Реакцию останавливали добавлением к инкуба�
ционной среде 1.5 М раствора уксусной кислоты
и измеряли оптическую плотность раствора при
длине волны 405 нм. Активность эндогенных ин�
гибиторов выражали либо в процентах от исход�
ной активности коммерческого препарата, либо в
условных единицах. За условную единицу прини�
мали такое количество препарата ингибитора гре�
ны, которое вызывало уменьшение оптической
плотности инкубационной среды на 0.01. По этой
же схеме определяли описанным выше методом
Ансона активность белковых ингибиторов пеп�
сина и папаина.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Распределение активности исследованных
протеиназ и их белковых ингибиторов с оптиму�
мом рН 3.0, 3.6, 6.2, 7.2, 8.6 и 9.0 по субклеточным
фракциям грены (рис. 1, 2), показывает суще�
ственные различия в уровне активности протео�
литических ферментов и их белковых ингибито�
ров между отдельными субклеточными фракция�
ми яиц тутового шелкопряда, что свидетельствует
о разнообразии функций, выполняемых фермен�
тами и их ингибиторами в каждой из субклеточ�
ных структур.

Максимальный уровень протеолитической ак�
тивности исследованных аспартильных, кислых и
слабокислых цистеиновых протеиназ (оптимум
рН 3.0, 3.6 и 6.2), основной функцией которых яв�
ляется деградация запасных белков, главным об�

разом присущ лизосомальной фракции грены.
Существенно меньший уровень активности ха�
рактерен для ядерной и митохондриальной фрак�
ций грены (рис. 1). В литературе имеются сведе�
ния о наличии лизосомальных цистеиновых и ас�
партильных протеиназ в яйцах насекомых
(Иванов, 1986; Takahashi et al., 1993; Dittmer,
Raikhel, 1997), а также об обнаружении цистеино�
вых протеиназ в ядерной и митохондриальной
фракциях животных клеток (Назаров, 1993; Ку�
цый и др., 1999), что полностью совпадает с ре�
зультатами нашей работы. Присутствие пептидо�
гидролаз в ядрах насекомых является достаточно
хорошо установленным фактом. Так, охарактери�
зован протеолитический комплекс хроматина
грены, в составе которого обнаружены протеина�
зы с оптимумами рН 3.4 и 6.2. Установлено, что
выявленные в хроматине ядра грены пептидогид�
ролазы, участвующие в регуляции активности ге�
нома, являются кислыми цистеиновыми протеи�
назами (Назаров, 1993). 

Согласно литературным данным (Dittmer,
Raikhel, 1997; Cho et al., 1999), лизосомальные ци�
стеиновые и аспартильные протеиназы (катепси�
но�B�подобные, катепсино�L�подобные и катеп�
сино�D�подобные протеиназы) участвуют в рас�
щеплении запасных белков (вителлин) в
эмбриогенезе насекомых. Так, катепсино�В�по�
добная протеиназа из Aedes aegypti, которая в виде
предшественника синтезируется в жировом теле
самок, в зрелых яйцах принимает участие в эм�
бриональной деградации вителлина (Cho et al.,
1999), а катепсино�L�подобная протеиназа, выде�
ленная из яиц Blattella germanica, участвует в про�
цессе эмбриогенеза в деградации вителлина и
протеолитической активации своей проформы,
локализованной в желточных гранулах питающих
клеток яиц (Liu et al., 1996).

Наличие высокой активности аспартильных и
цистеиновых протеиназ в митохондриальной
фракции не является неожиданным фактом
(рис. 1). Активность цистеиновых протеиназ бы�
ла обнаружена в митохондриях желточных клеток
артемии (Lu, Warner, 1991) и в митохондриях
ооцитов сиговых рыб (Коновалов, 1986). Полу�
ченные нами результаты нельзя объяснить нали�
чием возможной примеси лизосом в митохондри�
альной фракции, так как высокая активность
кислой фосфатазы, которая обнаружена в лизосо�
мальной фракции, не выявлена в митохондриях.

В последнее время появились сообщения о
том, что митохондрии играют ключевую роль в
апоптозе. Так, белок с молекулярной массой
50 кДа, являясь цистеиновой протеиназой, лока�
лизованной в митохондриях, в бесклеточной си�
стеме изолированных ядер вызывает конденса�
цию хроматина и межнуклеосомную фрагмента�
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цию ДНК, то есть индуцирует апоптоз (Куцый
и др., 1999).

В отличие от аспартильных и цистеиновых
протеиназ, активность сериновых протеаз не об�
наружена в субклеточных фракциях грены 4 дня
постдиапаузного развития (рис. 2, б, в), так как их
основная активность проходится на конец эмбри�
онального развития насекомого. Исключение со�
ставляют лишь химотрипсиноподобные протеи�
назы (оптимум рН 7.2), активность которых обна�
ружена в постлизосомальной фракции (рис. 2, а).

Существенно, что белковые ингибиторы кис�
лых пептидогидролаз локализованы в тех же ком�
партментах клетки, что и протеолитические фер�

менты. При этом активность белковых ингибито�
ров по отношению к активности соответ�
ствующего энзима имеет обратную корреляцию в
каждой субклеточной фракции (рис. 1), что кос�
венно указывает на наличие функциональной
связи между ними.

Известно, что в ядрах насекомых и млекопита�
ющих обнаружены комплексы протеаза�ингиби�
тор. Такие комплексы описаны для цистеиновых
протеиназ (каспаз). Цистеиновая протеиназа свя�
зывается ковалентно с ингибитором через ди�
сульфидную связь (Куцый и др., 1999). Высокая
активность белковых ингибиторов аспартильных,
цистеиновых и сериновых протеиназ в ядерной
фракции грены (рис. 1, 2) свидетельствует на наш
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Рис. 1. Распределение активности пепсинободобных (оптимум рН 3.0) (а), тиоловых протеиназ (оптимум: б – рН 3.0,
в – рН 3.6, г – рН 6.2, д – рН 8.6) и их белковых ингибиторов по субклеточным фракциям грены тутового шелкопряда.
Здесь и на рис. 2: Линия – протеолитическая активность; столбики – активность ингибиторов. По оси ординат:
слева – активность ингибиторов, справа – протеолитическая активность (усл. ед/мг белка); по оси абсцисс – субкле�
точные фракции: 1 – исходный гомогенат, 2 – ядерная фракция, 3 – митохондриальная фракция, 4 – лизосомальная
фракция, 5 – постлизосомальная фракция.
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Рис. 1. Окончание. 
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Рис. 2. Распределение активности химотрипсиноподобных (оптимум рН 7.2) (а), трипсиноподобных протеиназ (оп�
тимум: б – рН 6.2, в – рН 9.0) и их белковых ингибиторов по субклеточным фракциям грены тутового шелкопряда.
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взгляд, о возможном участии ингибиторов пепти�
догидролаз в поддержании структуры и целостно�
сти ядер, т.к. протеолитическое расщепление их
структурных и функциональных белков приводит
к нарушению структурной организации органелл,
к разбалансировке упорядоченных биохимиче�
ских реакций в них и в итоге к фрагментации
ДНК и гибели клеток.

Таким образом, ядерные белковые ингибито�
ры протеаз грены тутового шелкопряда, возмож�
но, принимают участие в регуляции механизмов
процесса клеточной гибели (апоптоза).

Наличие высокой активности белковых инги�
биторов цистеиновых и аспартильных протеиназ
в митохондриальной фракции (рис. 1), по�види�
мому, связано с присутствием в этом компарт�
менте соответствующих протеиназ и с защитой
структурных и функциональных белков от про�
теолитического действия этих энзимов.

Локализация белковых ингибиторов протеи�
наз в лизосомальной фракции свидетельствует об
участии этих белков в процессах регуляции гид�
ролиза запасных белков желтка в ходе эмбрио�
нального развития тутового шелкопряда. Так, вы�
сокий уровень активности пептидогидролаз в ли�
зосомах, участвующих в деградации запасных
белков, объясняется незначительной активно�
стью белковых ингибиторов протеиназ в этих суб�
клеточных структурах.

Таким образом, приведенные выше экспери�
ментальные данные о субклеточной локализации
цистеиновых, аспартильных и сериновых протеи�
наз и их белковых ингибиторов в грене тутового
шелкопряда позволяют заключить, что основная
функция белковых ингибиторов пептидогидро�
лаз, состоящая в регуляции активности эндоген�
ных протеиназ, реализуется в грене при осу�
ществлении различных процессов, и, в том числе
при защите внутриклеточных структурных и
функциональных белков ядер и митохондрий от
повреждающего действия протеиназ.
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Study of Intracellular Localization of the Proteolytic Enzyme Complex
and Its Protein Inhibitors in Bombyx Grain   

 D. V. Yarygina, N. O. Minkovaa, and Yu. B. Filippovich†b

            a Sholokhov Moscow State Humanitarian University, 109240, Moscow, Russia
      b Moscow State Pedagogical University, 129278, Moscow, Russia

      e/mail: den282@mail.ru 

Abstract—Intracellular localization of serine, cysteine and aspartate proteases, as well as their protein inhib�
itors, in bombyx grain in the postdiapause period of embryogenesis has been studied. Proteolytic activity of
aspartate and cysteine proteases was found in lysosomal, mitochondrial, and nuclear fractions of grains.
Serine protease activity was not observed in subcellular fractions of grains of the fourth day of postdiapause
development. It has been shown that activities of protein inhibitors and certain peptide hydrolases in subcel�
lular fractions provide consistent functioning and fine regulation of the proteolytic enzyme complex.
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