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ЭНЗИМАТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ФАКТОРА РОСТА НЕРВОВ (NGF)  
И ЕГО СУБЪЕДИНИЦ 
 
Изучены энзиматические свойства образцов высокой степени чистоты олигомера NGF и его 
субъединиц. Обнаружено наличие у β-субъединицы плазминоген-активаторной способности, а у 
β- и γ-субъединиц – прямой протеолитической активности в отношении основного белка – про-
тамина. Ингибиторный анализ свидетельствует о «сериновой» природе этой активности, в мо-
лекуле β-субъединицы вероятно наличие функционально значимых металл-содержащих сайтов.  
Все три субъединицы наделены супероксид-конвергирующий способностью, но только β- и γ-
субъединицы, по данным биохемилюминесценции, способны разлагать Н2О2 с генерированием ак-
тивных форм кислорода. Плазминоген-активаторная способность β- и γ-субъединиц резко – на 
70–100% – угнеталась АТР, не изменялась при добавлении 3,5-АМР, умеренно – на 18–40% – 
снижалась в присутствии АDР и на 40% возрастала в присутствии АМР. Активность β-
субъединицы и -субъединицы  угнеталась в присутствии GTP на 100 и 40% соответственно. У 
всех трех субъединиц обнаружена способность к расщеплению ДНК и РНК. Эффекторный анализ 
и концентрационная зависимость дают основание считать, что субъединицы самостоятельны в 
этой активности и нет каких-либо взаимопримесей. Обработка α-субъединицы источниками ак-
тивных форм кислорода не привела к проявлению протеолитической активности. Вместе с тем 
ее молекула имеет активный центр, наделенный активностью нуклеазной.  
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ENZYMATIC PROPERTIES OF NERVE GROWTH FACTOR (NGF)  
AND ITS SUBUNITS 
 
The enzymatic properties of high purity samples of the NGF oligomer and its subunits were studied. The 
presence of plasminogen-activating ability in the β-subunit, and direct proteolytic activity in relation to 
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the basic protein, protamine, in the β- and γ-subunits was found. The inhibitory analysis indicates the 
“serine” nature of this activity; the presence of functionally significant metal-containing sites in the β-
subunit molecule is likely. All three subunits are endowed with the superoxide-converging ability, but on-
ly β- and γ-subunits, according to biochemiluminescence data, are able to decompose H2O2 with the gen-
eration of reactive oxygen species. The plasminogen-activating ability of β- and γ-subunits was sharply - 
by 70-100% - inhibited by ATP, did not change with the addition of 3’,5’-AMP, moderately - by 18-40% - 
decreased in the presence of ADP and by 40 % increased in the presence of AMP. The activity of the β-
subunit and γ-subunit was inhibited in the presence of GTP by 100 and 40%, respectively. All three subu-
nits were found to be able to cleave DNA and RNA. Effector analysis and concentration dependence give 
reason to believe that the subunits are independent in this activity, and there are no mutual impurities. 
Treatment of the α-subunit with sources of reactive oxygen species did not lead to the manifestation of 
proteolytic activity. At the same time, its molecule has an active center endowed with nuclease activity. 
 
Keywords: nerve growth factor, subunits, plasminogen-activating ability, proteolytic activity, H2O2 deg-
radation, superoxide radical conversion, purine nucleotides, nuclease activity 

 
Введение. Фактор роста нервов (NGF) – 

один из нейроспецифических белков регуля-
торного типа. Его считают ответственным за 
дифференцировку и пролиферацию адренер-
гических симпатических и сенсорных нейро-
нов периферической нервной системы, хо-
линергических нейронов базальных ядер пе-
реднего мозга, регенерацию нервов, нейро-
нов развивающейся нервной системы, вклю-
чая ноцицепторы. Установлено участие его в 
симпатической передаче возбуждения, Са2+-
зависимой стимуляции выхода ацетилхолина, 
дифференцировку, пролиферацию и биосин-
тетические свойства клеток иммунной си-
стемы [1–4].    

Было установлено, что NGF – основной 
белок-олигомер 118 аминокислотных остат-
ков общей молекулярной массы 131 кДа, со-
держащий 1–2 атома цинка. Олигомер 7S 
NGF состоит из двух α-субъединиц, двух β-
субъединиц (они образуют димер в составе 
олигомера NGF) и двух γ-субъединиц. Плаз-
миноген-активаторная активность присуща 
олигомеру фактора 7S и его γ-субъединице, 
тогда как α- и β-субъединицы ее лишены [5, 
6]. Протеиназой является γ-субъединица, 
принадлежащая к калликреиновому семей-
ству сериновых протеиназ, тогда как α-
субъединица – неактивная протеиназа [7] и 
лишена специфической биологической ак-
тивности [8]. 

Активность γ-субъединицы ингибируется 
диизопропилфторфосфатом, она неспособна 
расщеплять фибрин или казеин, при этом 
гидролизует синтетические эфиры аргинина 
[9].  

Γ-субъединица NGF катализирует рас-
щепление N-бензоил-L-аргинин-этилового 
эфира, причем добавление к ней очищенных 
α- или β-субъединиц существенно не отража-
лось на этой активности в 0,05 М трис-
буфере при рН 7,0, 8,0 и 9,0, тогда как актив-
ность смеси (γ- + α- + β)-субъединиц  снижа-
лась при рН 7,0 и 8,0 ( но не при рН 9,0) на 80 
и 49% соответственно. Расщеплялся также и 
ТАМЕ, но гораздо слабее. По расщеплению 
ВАЕЕ и ТАМЕ при рН 7,0 γ-субъединица 
превосходила трипсин в 6,7 и 2,1 раза соот-
ветственно [10]. 

Однако, несмотря на многолетние иссле-
дования свойств молекулы NGF и его субъ-
единиц, до сих пор остается не совсем ясной 
природа его биологической активности на 
молекулярном уровне. Среди данных литера-
туры о функциональных свойствах NGF и его 
субъединиц примечательным было обнару-
жение у -субъединицы плазминоген-
активаторной способности (см. выше по тек-
сту). Вместе с тем, считали, что остальные 
субъединицы (- и -) лишены подобных 
свойств.  

Таково было положение до начала наших 
работ. 

В настоящей статье полностью раскрыты 
результаты проведенных нами эксперимен-
тальных исследований, основные результаты 
которых были получены в 1998–2001 годы. 
Эксперименты были проведены на базе лабо-
ратории регуляторных белков и пептидов 
Института физиологии НАН Беларуси и ла-
боратории биохимии НИИ эпидемиологии и 
микробиологии Минздрава Республики Бе-
ларусь. Результаты их изложены в целом ря-
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де тезисов и фрагментах статей 11–23, но 
по ряду причин в то время статья так и не 
была написана. Методическая сторона этих 
исследований раскрыта в ранее опублико-
ванных нами статьях 24–27]. 

Образцы фактора роста нервов – 7S и его 
субъединиц выделены из подчелюстных 
слюнных желез белых мышей-самцов со-
трудниками лаборатории регуляторных бел-
ков и пептидов Института физиологии НАН 
Беларуси и предоставлены старшим научным 
сотрудником В.С. Лукащевичем. Процесс 
выделения и очистки включал гомогенизиро-
вание, осаждение сульфатом аммония, хро-
матографию на сефакриле S-200, хромато-
графию на ДЭАЭ-целлюлозе, ультрафиль-
трацию и рехроматографию на  сефакриле S-
200 [28]. Полученные образцы имели актив-
ность 20 нг/биол. ед. 

Субъединицы фактора выделяли как 
описано ранее методом диссоциации в 
кислой среде [1]. Их гомогенность подтвер-
ждена методами гель-хроматографии, элек-
трофореза в полиакриламидном геле и изо-
электрофокусирования в системе амфолинов.  
Биологическая активность -субъединицы 
оценена в тесте с трансформацией клеток 
феохромоцитомы РС12.  

Результаты и их обсуждение. На первом 
этапе исследований было установлено, что α- 
либо γ-субъединицы в отсутствие 

плазминогена не расщепляют фибрин 
(таблица 1). Правда, под действием γ-
субъединицы частичный фибринолиз все же 
проявляялся, что совпадает с изложенным в 
литературе мнением о принадлежности ее к 
сериновым протеиназам. Нужно отметить, 
что урокиназа (ЕС 3.4.21.31) также обладает 
собственной фибринолитической 
активностью, которая уступает ее 
плазминоген-активаторной функции [29]. 
После добавления к образцам очищенного 
плазминогена под действием γ-субъединицы 
отмечен четкий фибринолиз, тогда как у α-
субъединицы такая способность 
отсутствовала. 

При использовании же плазминоген-
содержащих фибриновых пластин был выяв-
лен фибринолиз не только под действием γ-
субъединицы, но и в присутствии β-
субъединицы фактора (таблица 2). Этот про-
цесс характеризовался продолжительной лаг-
фазой в сравнении со стрептокиназой и уро-
киназой и уступал им по интенсивности. Од-
нако так была впервые обнаружена в 2000–
2002 годы плазминоген-активаторная спо-
собность β-субъединицы NGF [11–13,15 и 
др.]. Причем, в отличие от обычных актива-
торов плазминогена, эта способность NGF и 
субъединиц имела lag-период ≥ 4 час [12, 15 
и др.].  

 
 
Таблица 1. – Расщепление фибриновых пластин с инактивированным плазминогеном (мм2 зон  
лизиса) субъединицами  
(0,06 М фосфатный буфер, рН 7,4, 37 оС, 20 час; n=5) 
 

Образец Размер зон лизиса, мм2 
α-субъединица, 0,1 мг/мл 

 
γ-субъединица, 0,1 мг/мл 

 
α-субъединица + плазминоген, 

0,2 мг/мл 
 

γ-субъединица + плазминоген, 
0,2 мг/мл 

0 
 

частичный лизис 
 

0 
 
 

116 ± 9 

Примечание – Плазминоген выделен методом аффинной хроматограции из отходов получения γ-
глобулинов, на пластины наносили 15 мкл субъединиц или 15 мкл субъединиц + 15 млк плазминогена, кон-
центрация белков субъединиц – 0,1 г/мл, плазминогена – 0,2 мг/мл 
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Таблица 2. – Кинетика лизиса плазминоген-содержащих фибриновых пластин (мм2 зон лизиса) 
различными активаторами плазминогена 
 (0,06 М фосфатный буфер, рН 7,4, 37 оС; n=5) 
 

Время  
инкубации, 

час 

Стрептокиназа, 
5 МЕ 

Урокиназа, 
63 мкг/мл 

-субъединица 
NGF, 

63 мкг/мл 

-субъединица 
NGF, 

63 мкг/мл 
 

0 
1 
2 
4 

18 

 
0 

33  2 
52  4 
68  4 

400  21 

 
0 

33  2 
68  5 
95  5 

637  32 

 
0 
0 
0 
0 

39  3 

 
0 
0 
0 
0 

32  2 
Примечание – Использованы международный стандарт ВОЗ «Стрептокиназа» и урокиназа фирмы J.R.T., 

Япония. 
 
Таблица 3. – Влияние олигомера NGF и его субъединиц на расщепление плазминоген-содержащих 
фибриновых пластин активаторами плазминогена (мм2 зон лизиса, 0,06 М фосфатный буфер рН 
7,4, 37 ºС, 20 часов; n=4) 
 

Варианты 
эксперимента 

Стрептокиназа Урокиназа 
Тканевый 

активатор плазминогена 
Контроль 

 
+ α-субъединица 

(0 мм2 ) 
 

+ β-субъединица 
(158 ± 8 мм2) 

 
+ γ-субъединица 
(707 ± 31 мм2) 

 
+ 7S NGF 

(468 ± 20 мм2) 

340 ± 15 
 

289 ± 12 
 
 

339 ± 17 
 
 

670 ± 25 
 
 

442 ± 19 

230 ± 12 
 

204 ± 10 
 
 

297 ± 14 
 
 

599 ± 22 
 
 

581 ± 24 

233 ± 11 
 

227 ± 9 
 
 

335 ± 16 
 
 

723 ± 27 
 
 

395 ± 16 

Примечание – В скобках указана собственная плазминоген-активаторная способность NGF и его субъ-
единиц; частично очищенный тканевый активатор плазминогена получен из сердца свинки. 

 
 
Следует заметить, что в работе [5] нали-

чие плазминоген-активаторной функции у β-
субъединицы отрицалось. Однако авторы не 
привели концентрацию образца, с которым 
проводилось исследование. Полученные же 
нами данные позволяют считать, что таковая 
у β-субъединицы лишь на 20% уступала 
плазминоген-активаторной способности γ-
субъединицы. 

Исследование совместного действия оли-
гомера и его субъединиц с хорошо извест-
ными активаторами плазминогена не выяви-
ли аддитивности плазминоген-активаторной 
способности, а в случае α-субъединицы – при 

смешивании ее со стрептокиназой или уро-
киназой некоторый тормозящий эффект (11–
15%)  (таблица 3). 

Это дало основание для предположения, 
что молекулы β- и γ-субъединиц, а также 
олигомера фактора роста нервов не взаимо-
действуют с использованными активаторами 
плазминогена.  

Примечательно действие α-субъединицы 
на плазминоген-активаторную способность 
β-субъединицы. При температуре 25 ºС пол-
ное подавление указанной способности 
наблюдали уже при концентрации α-
субъединицы 40 мкг/мл, тогда как при более 
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высокой температуре даже увеличение кон-
центрации α-субъединицы почти на порядок 
угнетение плазминоген-активаторной спо-
собности β-субъединицы не превышало 40% 
[12,15] (рисунок 1). На наш взгляд, здесь 
возможны два варианта развития событий. 
Либо при более высокой температуре проис-
ходит быстрая ассоциация обеих субъединиц, 
только частично затрагивающая активный 
сайт β-субъединицы. Либо β-субъединица 
сама обладает все же протеолитической ак-
тивностью, что ведет к деструкции молекулы 
α-субъединицы. Выяснение этих возможных 
путей требовало проведения дальнейших ис-
следований. 

На такую же способность -субъединицы 
-субъединица практически не влияла: 

44417 мм2 в контроле против 45413 мм2 в 
опыте (не показано). 

Использование группоспецифических ин-
гибиторов протеиназ показало, что фенилме-
тилсульфонилфторид умеренно (на 30%) 
угнетал плазминоген-активаторную способ-
ность олигомера NGF, полностью подавляя 
таковую способность β-субъединицы и на 
84% у γ-субъединицы ([12, 17], рисунок 2). 
Ингибиторное действие р-
хлормеркурибензоата на действие β-
субъединицы не превышало 34%, а в случае 
γ-субъединицы вообще не проявлялось. При-
мечательно также небольшое (на 20–26%) 
снижение плазминоген-активаторной спо-
собности только β-субъединицы в присут-
ствии реагентов, связывающих металлы [12].  

 

0 1 0 0 2 0 0 3 0 0
0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1

2

[ N G F ] ,  м к г /м л

A /A
0
,  %

 

 

 
Рисунок 1. – Влияние добавок α-субъединицы NGF на плазминоген-активаторную способность  

β-субъединицы при 25 ºС (1) и при 37 ºС (2) 
 

 
Рисунок 2. – Влияние группоспецифических ингибиторов(1 – фенилметилсульфонилфторид,  

2 – р-хлормеркурибензоат, 3 – о-фенантролин, 4 – 8-гидроксихинолин, 5 – ЭДТА) протеиназ (10–3 М) на 
плазминоген-активаторную способность (% к контролю) олигомера фактора роста нервов (а), его  

β-(б) и γ-(в)субъединиц, n = 4 
Примечание –*– Здесь и далее статистически достоверные изменения при  Р ≤ 0,05. 
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Следовательно, плазминоген-

активаторная способность исследуемых об-
разцов, по-видимому, является обусловлен-
ной серин-содержащим активным центром. В 
случае β-субъединицы, возможно, имеет ме-
сто участие или регуляторное действие ме-
талл-содержащих сайтов молекулы. 

Поскольку активация плазминогена спо-
собна реализовываться при участии актив-
ных форм кислорода [30, 31], вполне есте-
ственно возникал вопрос о возможной взаи-
мосвязи NGF и его субъединиц с реакциями 
генерирования и трансформации активных 
форм кислорода. 

Прежде всего было изучено действие пе-
рехватчиков активных форм кислорода на 
плазминоген-активаторную функцию олиго-
мера фактора роста нервов и его субъединиц. 

Оказалось, что плазминоген-активаторная 
способность 7SNGF, β- и γ-субъединиц по-
давлялась нитротетразолиевым синим (0,001 
М) на 47, 40 и 100% соответственно, но не 
перехватчиками О2

Δ1 или НО·-радикала ([12, 
15, 17], рисунок 3). 

То обстоятельство, что олигомер NGF в 
ряде случаев менее чувствителен к эффекто-
рам, чем субъединицы – один из моментов,  
позволивших предположить модель субъеди-

ничной организации NGF, согласно которой 
-субъединица заметно экранирована от рас-
творителя [32]. 

Дальнейшие исследования опосредован-
ных О2

• процессов в действии субъединиц 
фактора роста нервов на биохемилюмино-
метре БХЛ-01 (МП «Универсал», Минск) по-
казали, что в системе «люминол-Н2О2» вне-
сение β- и, особенно, γ-субъединицы вызыва-
ло вспышку хемилюминесценции с последу-
ющим затуханием. Такой способности была 
лишена α-субъединица ([15, 17, 20, 21], рису-
нок 4). 

Однако в системах генерирования супе-
роксидного радикала редукция восстановле-
ния нитротетразолиевого синего наблюда-
лась в присутствии всех трех субъединиц: α-, 
β- и γ- на 55–62, 23–27 и 41–52% соотвест-
венно. Причем подавление реакции образо-
вания формазана α-субъединицей не отлича-
лось от такового в присутствии γ-
субъединицы и заметно превышало величи-
ну, наблюдавшуюся при внесении в системы 
β-субъединицы ([12, 17, 18, 20, 21], таблица 
4).  

 

 
 

Рисунок 3. – Влияние перехватчиков активных форм кислорода (10–3 М, 1 – нитротетразолиевый  
синий; 2 – адреналин; 3 – манит; 4 – формиат; 5 – азид натрия; 6 – гистидин; 7 – триптофан) на  

плазминоген-активаторную способность (% к контролю) олигомера фактора роста нервов (а), его  
β-(б) и γ-(в)субъединиц 

Примечание – n=4; метод лизиса фибриновых пластин; 0,006 М фосфатный буфер рН 7,4; 37 оС. 
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Рисунок 4. – Кинетика затухания хемилюминесценции в системе «люминол–Н2О2», вызванной  

субъединицами фактора роста нервов  
 

Примечание – n = 4; 0,06 М фосфатный буфер, рН 7,4; содержание в смеси люминола с концентрацией 
1,2•10–4 М –1,0 м , содержание в смеси Н2О2 с концентрацией – 3•10–3 М – 0,1 мл, содержание субъединиц в 
реакционной смеси – 0,065 мг; 1 – фон; 2 – α-субъединица; 3 – β– субъединица; 4 – γ–субъединица; 25 ºС. 

 
Таблица 4. – Влияние олигомера  7S NGF и его субъединиц на восстановление нитротетразолиево-
го синего супероксидными радикалами в буферном растворе (n=4) 

 

Исследуемый белок 
Скорость реакции восстановления нитротетразолиевого  

синего, А560 • мин
–1в системах генерирования О•

2 
NADH-феназинмето-сульфата) Аскорбат-феназинмето-сульфатб) 

Контроль 
 

+ NGF 
 

+ субъединицы: 
α- 
 
β- 
 
γ- 

0,37 ± 0,03 
 

0,19 ± 0,02* 
 
 

0,17 ± 0,03* 
 

0,28 ± 0,02* 
 

0,18 ± 0,03* 

0,54 ± 0,03 
 

0,32 ± 0,02* 
 
 

0,21 ± 0,01* 
 

0,42 ±  0* 
 

0,32 ± 0,03* 
 
Примечание – а) 0,06 М фосфатный буфер рН 7,4, конечная концентрация NADH – 5,2•10–5 М, феназин-

метосульфата – 6•10–6 М, нитротетразолиевого синего – 5,5•10–5 М;  б) 0,052 М пирофосфатный буфер рН 
8,3, конечная концентрация аскорбата – 7,6•10–5 М, феназинметосульфата – 1,1•10–5 М, нитротетразолиевого 
синего – 6,7•10–5 М. 

 
Изложенные материалы в достаточной 

степени свидетельствуют о том, что плазми-
ноген-активаторная функция β-субъединицы 
NGF самостоятельна и не вызвана примесью 
γ-субъединицы. Дополнительным аргумен-
том является действие на плазминоген-
активаторную способность пуриновых нук-
леотидов ([15, 22], рисунок 5). 

Адениловые и гуаниловые нуклеотиды 
играют важную роль в регуляции протеолиза 

[33, 34]. Действие пуриновых нуклеотидов на 
эти субъединицы отличалось от такового на 
стрептокиназу [33]. Активность обеих субъ-
единиц как и стрептокиназы резко – на 70–
100% – угнеталась АТР. Но в отличие от 
стрептокиназы, активаторная функция кото-
рой подавлялась 3,5-АМР, но не АМР, ADP 
и GTP [34], активность обеих субъединиц не 
изменялась при добавлении 3,5-АМР (не 
показано), умеренно – на 18–40% – снижа-
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лась в присутствии АDР и на 40% возрастала 
в присутствии АМР. Наконец, активность β-
субъединицы и -субъединицы угнеталась 
при добавлении GTP на 100 и 40% соответ-
ственно. Это дает основание считать, что 
плазминоген-активаторная функция β-
субъединицы самостоятельна и не вызвана 
примесью -субъединицы. 

В дальнейшем уже в 2010–2011 годы было 
установлено, что фактор роста нервов спосо-
бен связывать 1–2 молекулы АТР в гепарин-
связывающем домене молекулы NGF и 
именно 8N1АТР- NGF комплекс наделен 
нейропротекторной активностью [35, 36].   

Как мы уже указывали во введении, при-
нято считать, что истинной протеолитиче-
сокй активности β-субъединица лишена. В 
наших экспериментах методом фибриновых 
пластин с инактивированным плазминоге-
ном, а также методом лизиса казеина и гемо-
глобина в тонком слое агарового геля было 

также установлено, что ни фибрин, ни казе-
ин, ни гемоглобин олигомер NGF и его субъ-
единицы не расщепляли (не показано). Тем 
не менее, удалось подобрать белок-субстрат, 
который вполне демонстративно расщепляли 
γ- и β-субъединицы. Им оказался протамин-
сульфат [24 и др.]. При этом протеолитиче-
ская активность β-субъединицы в четыре-
пять раз уступала таковой γ-субъединицы 
(таблица 5). 

Это дало косвенное подтверждение мате-
риалам рисунка 4 и допущению, что β-
субъединица фактора роста нервов при опре-
деленных условиях способна расщеплять α-
субъединицу. 

Ингибиторный анализ показал, что про-
теолитическая активность β-субъединицы 
заметно угнеталась фенилметилсульфонил-
фторидом и умеренно подавлялась о-
фенантролином (рисунок 6).  
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Рисунок 5. – Влияние пуриновых нуклеотидов на плазминоген-активаторную способность  
(% к контролю) β-(1) и γ-(2)субъединиц фактора роста нервов (n=4; метод лизиса  

плазминогенсодержащих фибриновых пластин) 
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Таблица 5. – Расщепление протамин-сульфата субъединицами NGF в тонком слое агарового геля 
(n=4) 
 

Исследуемый образец, концентрация мг/мл Размер зон лизиса, мм2 

γ-субъединица, 
1,25 
0,63 
0,31 

 
β-субъединица, 

0,50 
0,25 
0,12 

 
855 ± 30 
743 ± 23 
600 ± 22 

 
 

182 ± 10 
110 ±  8 

0 
 

Примечание – Метод лизиса белка-субстрата в тонком слое агарового геля; концентрация агара – 1%, 
протамин-сульфата – 2%, 0,06 М фосфатный буфер рН 7,4, объем образцов субъединиц – 15 мкл, инкубация 
при 37 ºС 24 часа пластину 1 %-ого агара "Difco", приготовленную на 0,06 М фосфатном буфер рН 7,6. 
 

 
 

 
Рисунок 6. – Влияние группоспецифических ингибиторов протеиназ и комплексонов  

(10–3 М, 1 – фенилметилсульфонилфторид; 
2 – р-хлормеркурибензоат; 3 – о-фенантролин, 4  – ЭДТА) на расщепление протамин-сульфата  

(% к контролю) в тонком слое агарового геля  и β-субъединицей фактора роста нервов 
Примечание  – n=3; метод лизиса белок-агаровых пластин; 0,06 М фосфатный буфер рН 7,4; 37 оС. 

 
Учитывая имеющееся в литературе мне-

ние о зимогенном характере -субъедицы [7], 
логична была попытка вызвать активацию 
этого «зимогена» при воздействиях, активи-
рующих другие зимогены: плазминоген, 
трипсиноген, химотрипсиноген, пепсиноген 
– источниками активных форм кислорода 
прежде всего – супероксидного радикала 
[31,37,38].  

Аликвоты -субъединицы NGF обрабаты-
вали ионами Fe2+ или Fe3+ в конечной кон-
центрации 10–7–10–2 М, системами генериро-

вания активных форм кислорода – 
CuSO4+NADH+рибофлавин,  
CuCl2+рибофлавин+аскорбат,  
FeSO4+рибофлавин+аскорбат, ТЕ-
МЕД+рибофлавин, феназинметосуль-
фат+NADH, Н2О2 в конечной концентрации 
0,1–3,0 М, а также стрептокиназой. Метода-
ми лизиса фибриновых или протамин-
агаровых пластин не было зафиксировано 
расщепление белков [12,22]. 

Следовательно, если -субъединица и 
представляет собой зимоген, он активируется 
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путем, отличным от зимогенов других проте-
иназ. 

Еще одной неожиданностью было уста-
новление у субъединиц NGF нуклеазной ак-
тивности. 

Методом лизиса ДНК селезенки или тРНК 
дрожжей в тонком агаровом слое с по-
следующей визуализацией зон лизиса обра-
боткой 2 н HClO4 (как подробно описано ра-
нее 13) установлена эндонуклеазная актив-
ность при рН 7.4 по обоим субстратам у всех 
трех субъединиц (таблица 6 и [14, 17, 20 и 
др.], таблица 6).  

Концентрационная зависимость активно-
сти показала, что обе эндонуклеазные актив-
ности проявлялись у -субъединицы при бо-
лее низких ее концентрациях, чем у других 
субъединиц (рисунок 7). Однако эта зависи-
мость у -субъединицы в обоих случаях име-
ла вид кривой с насыщением, тогда как ак-
тивность - и -субъединиц в широком диа-
пазоне концентраций изменялась практиче-
ски линейно (рисунок 7 и [17, 21]).  

 

 

 
Таблица 6. – Расщепление ДНК и РНК в тонком слое агарового геля субъединицами NGF (n=3,  
инкубация при 37°С, 24 часа) 
 

Исследуемый образец 
Размер зон лизиса, мм2 

ДНК РНК 
α-субъединица, 

2,5 мг/мл 
 

β-субъединица, 
0,63 мг/мл 

 
γ-субъединица, 

1,9 мг/мл 

 
224,9 ± 12,0 

 
 

199,9 ± 8,9 
 
 

217,4 ± 16,2 

 
306,2 ± 9,3 

 
 

132,3 ± 10,5 
 
 

214,0 ± 13,7 
Примечание – 0,05 М трис-HCl буфер рН 7,6, содержащий 5 мМ MgSO4, 5 мМ CaCl2 и 1 мМ ЭДТА; кон-

центрация агар-агара – 1,5%, концентрация ДНК – 20 мг/10 мл, концентрация тРНК – 30 мг/10 мл; фиксация 
– 1 н HClO4. 
 
 

0 ,0 0 ,5 1 ,0 1 ,5 2 ,0 2 ,5
0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0
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Рисунок 7. - Зависимость расщепления ДНК (а) и РНК (б) в тонком слое агарового геля α-(1), β-(2) и  

γ-(3)субъединицами NGF 
 Примечание – n=4; 0,05 трис- HCl буфер pH, концентрация агара – 1.5%, содержащая ДНК селезенки в 

пластине – 20 мг или тРНК дрожжей – 30 мг; инкубация при 37°С, 24 часа [24]. 
 
 
Можно было думать, что нуклеазная ак-

тивность α-субъединицы была вызвана воз-
можной примесью γ-субъединицы. Однако, 
как показали исследования действия тради-
ционных эффекторов эндонуклеаз, например, 
ДНК-азная активность -субъединицы в 
0,06М фосфатном буфере подавлялась Ca2+, 
Co2+, Mn2+, Cu2+ и аргинином в концентрации 
10–3 М на 50–65%, тогда как данные эффек-
торы (за исключением Cu2+) на таковую ак-
тивность γ-субъединицы практически влия-
ния не оказали, а под действием катионов 
Cu2+ ее активность возрастала [14,15,17,20]. 

Определение АТФ-азной активности γ- 
или α-субъединиц в реакционной смеси, 
включающей 0,05 М трис-HCl буфер рН 7,4, 
0,02 М КСl, 0,003 МgCl2 + 0,003 M CaCl2 + 
0,003 M NaHCO3 и ATP– 0,006 M, показало 
отсутствие освобождения неорганического 
ортофосфата в реакции с молибдатом аммо-
ния. 

Заключение. Итак, изложенные результа-
ты показывают, что в период 2000–2005 годы 
у олигомера NGF и его субъединиц нами был 
обнаружен ряд ранее неизвестных функцио-
нальных свойств. Это обстоятельство позво-
ляет по-новому взглянуть на структурно-
функциональную специфику данного регуля-
торного белка и на пути реализации его био-
логического действия. 

Прежде всего, важным моментом является 
наличие у β-субъединицы плазминоген-
активаторной способности, а у β- и γ-

субъединиц – прямой протеолитической ак-
тивности в отношении основного белка – 
протамина. Ингибиторный анализ свидетель-
ствует о «сериновой» природе этой активно-
сти. Причем, судя по всему, в молекуле β-
субъединицы присутствуют функционально 
значимые металл-содержащие сайты. Это 
вызывает также логичный вопрос о способ-
ности данных субъединиц расщеплять и ги-
стоны.  

Все три субъединицы наделены суперок-
сид-конвергирующий способностью, но 
только β- и γ-субъединицы способны рас-
щеплять Н2О2 с генерированием активных 
форм кислорода. Наличие О2

• -
конвергирующей способности как и генери-
рование активных форм кислорода при рас-
щеплении гидропероксида дают основание 
полагать наличие в молекулах субъединиц 
металлов с переменной валентностью – не 
Zn.    

Плазминоген-активаторная способность β- 
и γ-субъединиц заметно изменялась в при-
сутствии пуриновых нуклеотидов. Неожи-
данным явилось обнаружение у всех трех 
субъединиц нуклеазной активности – и по 
ДНК и по РНК. Причем эффекторный анализ 
и концентрационная зависимость дают пол-
ное основание считать, что субъединицы са-
мостоятельны в этой активности, и нет ка-
ких-либо взаимопримесей.  

Что касается α-субъединицы, обработка ее 
источниками активных форм кислорода не 
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привела к проявлению протеолитической ак-
тивности. Вместе с тем ее молекула имеет 
активный центр, наделенный активностью 
нуклеазной. Этот момент является предметом 
дальнейшего отдельного изучения. 

Ранее в литературе уже высказывались 
суждения относительно более сложного ме-
ханизма действия NGF на клетку-мишень: не 
только путем взаимодействия со специфиче-
ским рецептором плазматической мембраны 
(хотя и характер этого взаимодействия оста-
ется недостаточно ясным), но и путем рас-
щепления белка, связывающего инсулин-
подобный фактор роста (IGFBP) [39], а также 
воздействия на цитоплазматический, вклю-
чая р75NTR и ядерный NGF-рецепторы [40–
43]. Последний аспект в свете обнаружения у 
субъединиц NGF эндонуклеазной активности 
приобретает, на наш взгляд, особый смысл. 
Кроме того, изложенные факты создают 
предпосылки к проведению поисковых работ 
по созданию NGF-миметиков и, наконец, 
раскрытию структурных основ проявления 
обнаруженных функциональных особенно-
стей. 

 
Авторы выражают искреннюю благодар-

ность светлой памяти В.С. Лукашевичу за 
предоставление образцов олигомера NGF и 
его субъединиц высокой степени чистоты. 
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