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НЕКОТОРЫЕ МЕТОДИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ  
ГЛУТАТИОН S-ТРАНСФЕРАЗЫ В ТКАНЯХ РЫБ 

В статье показано, что для получения достоверных результатов при спектрофотометрическом определении ак-
тивности глутатион S-трансферазы в различных тканях рыб требуется разбавление белковых экстрактов, сте-
пень которого зависит от вида рыбы и типа ткани. 
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Глутатион S-трансфераза (GST, EC 2.5.1.18) – 
ключевое звено фазы II системы биотрансфор-
мации ксенобиотиков, которую организмы при-
обрели в ходе эволюции для защиты внутренней 
среды от вредоносного действия экзо- и эндо-
генных метаболитов. Реакция, катализируемая 
глутатион S-трансферазой, заключается в нук-
леофильном присоединении молекул восстанов-
ленного глутатиона к гидрофобным субстратам, 
предварительно окисленным ферментами I фазы 
системы биотрансформации ксенобиотиков [3], 
[9]. В результате реакции образуются водорас-
творимые соединения, которые впоследствии 
легко удаляются из организма. 

Благодаря широкой субстратной специфично-
сти глутатион S-трансфераза принимает участие 
в обезвреживании широкого круга всевозможных 
ксенобиотиков, в том числе хлорированных угле-
водородов, антибиотиков, гербицидов, инсектици-
дов, лекарств и др. Помимо этого, глутатион  
S-трансфераза катализирует инактивацию наибо-
лее опасных продуктов свободнорадикальных ре-
акций, что обусловливает роль фермента в защите 
клетки от последствий окислительного стресса [8]. 
Исходя из этого, уровень активности глутатион  
S-трансферазы может применяться как дополни-
тельный биомаркер в эколого-токсикологических 
тестах, как один из показателей экологического 
благополучия организмов [5], [7], [10]. Определе-
ние активности GST в различных органах рыб мо-
жет иметь свои особенности, связанные с количе-
ством энзима в той или иной ткани, которое опре-
деляется биологическим и физиологическим 
предназначением органа. Необходимо учитывать и 
другие факторы, которые могут повлиять на оцен-
ку активности фермента, в частности системати-
ческую принадлежность исследуемых организмов. 
Кроме того, определенную ошибку в измерения 
может вносить и тип используемого спектрофото-
метра. Например, измерения активности GST од-

ного и того же образца, проведенные на спектро-
фотометре СФ-2000 и спектрофлуориметре СМ 
2203, переключенном в режим спектрофотомет-
рии, как правило, различаются. 

Целью настоящей работы являлась модифи-
кация стандартного метода определения GST [6], 
заключающаяся в поиске оптимальных разбав-
лений белковых экстрактов из различных тканей 
и видов рыб для получения корректных резуль-
татов при определении активности GST.  

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Для экспериментов были использованы пе-
чень, мускулатура, почки, жабры и гонады трех 
видов рыб – плотвы (Rutilus rutilus), сига (Core-
gonus lavaretus) и щуки (Esox lucius).  

Образец ткани измельчали ножницами, добав-
ляли 0,125 М калий-фосфатный буферный раствор 
(PBS) (рН = 6,5) в соотношении 1:10 (вес:объем) и 
гомогенизировали в гомогенизаторе Поттера –
Эльвейема с тефлоновым пестиком в течение 
30 секунд. Гомогенат подвергали центрифугирова-
нию (110000 g в течение часа при 4 °С) на ультра-
центрифуге Optima 80L (Beckman, USA). 

Для определения активности использовали за-
ранее приготовленные растворы – 0,1 М раствор 
1-хлор-2,4-динитробензола (CDNB) в 96 % этано-
ле (сохранность при -20 °С не более месяца, вы-
держивает 5-кратное замораживание-оттаивание) 
и 0,1 М раствор восстановленного глутатиона 
(GSH) в бидистиллированной воде, который после 
приготовления разливали по пробиркам Эппен-
дорфа и замораживали до анализа. Один милли-
литр рабочей смеси, которую готовили непосред-
ственно перед анализом, содержал 0,98 мл PBS, 
0,01 мл раствора CDNB и 0,01 мл раствора GSH. 
В кювету вносили 1,44 мл смеси и 0,16 мл разбав-
ленного супернатанта. Активность фермента оце-
нивали по возрастанию оптической плотности 
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(D340), которую измеряли в кварцевой кювете 
(толщина – 1 см) в течение 3 минут при 20 °С на 
спектрофлуориметре СМ 2203 (Белоруссия). То, 
что измерения проводили при температуре 20 °С, 
обусловлено необходимостью получения результа-
тов, сравнимых с полученными в аналогичных 
условиях на рыбах другими авторами [7]. Для оп-
ределения уровня неферментативного связывания 
CDNB и GSH в контрольную пробу к 1,44 мл сме-
си добавляли 0,16 мл PBS. Прирост оптической 
плотности (ΔD) в контроле обычно не превышал 
0,002 E340/мин. 

Для дальнейших расчетов на графике выби-
рали отрезок, наиболее близкий к линейному, по 
которому определяли прирост оптической плот-
ности за 1 минуту (∆D340/мин). Линейность по-
лучаемого графика зависимости D от времени 
определяли в программе Excel по коэффициенту 
аппроксимации R2, рассчитанному для линейно-
го тренда. Подбор разбавления осуществлялся 
для каждого органа отдельно.  

Активность GST (А) рассчитывали по формуле:  
 

АGST = 
∆D340/мин · V1 · N , (1)εGSH-CDNB · V2 · Р 

 
где ∆D340/мин – прирост оптической плотности 
за минуту; V1 – общий объем пробы; V2 – объем 
образца; N – разбавление гомогената; Р – общее 
количество растворимого белка, мг; εGSH-CDNB – 
молярный коэффициент погашения комплекса 
GSH-CDNB (составляет 9600 М-1 · см-1), который 
для оценки активности в микромолях преобра-
зован в 0,0096 μМ-1 · см-1.  

Если учесть, что применяемое нами соотно-
шение V1/V2 равно 10, то окончательный вид 
формулы будет таким: 

 

АGST= 
ΔD340/мин · 10N . (2)
εGSH-CDNB · Р 

 
За единицу активности нами принято измене-

ние оптической плотности, соответствующее об-
разованию 1 μМ комплекса GSH-CDNB за мину-
ту в пересчете на 1 мг белка. В литературе на этот 
счет существуют определенные разночтения. Так, 
в ряде исследований [1], [2], [7] за единицу ак-
тивности принят 1 nМ/мин/мг белка, при этом 
авторы ссылаются на базисную работу Хабига с 
соавторами [6], в которой за единицу активности 
принят 1 μМ/мин/мг белка, то есть разница дос-
тигает тысячи раз. В методиках определения ак-
тивности GST в крови, подготовленных для ме-
дицинских учреждений, рекомендовано пред-
ставлять результаты в микромолях [4].  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Для того чтобы правильно определить ак-
тивность GST, необходимо подбирать такое раз-
бавление белкового экстракта, при котором из-

менение оптической плотности продуктов фер-
ментативной реакции будет иметь линейную 
зависимость. На рисунке приведены данные из-
менения оптической плотности экстракта из пе-
чени сига при разных разбавлениях. Из резуль-
татов следует, что при 30-кратном разбавлении 
линия графика имеет форму параболы, следова-
тельно, в данных условиях нарастание оптиче-
ской плотности является нелинейным. При раз-
бавлении в 300 раз наклон линии прироста оп-
тической плотности линеен, но по показаниям 
приближается к контрольным значениям. Разни-
ца между контролем и опытом становится несу-
щественной, и использование получаемых дан-
ных в таком виде нежелательно из-за большой, 
как и в предыдущем варианте, ошибки вычисле-
ния, связанной с оперированием малыми значе-
ниями D. Этот факт необходимо всегда учиты-
вать при оценке результатов измерений не толь-
ко при работе на данном спектрофлуориметре, 
но и на любом другом фотометрическом обору-
довании. При 100-кратном разбавлении линия 
прироста оптической плотности прямолинейна и 
данные существенно отличаются от контроль-
ных показателей. Именно это разбавление бел-
кового экстракта из печени сига было использо-
вано нами при изучении воздействия различных 
факторов среды на GST печени сигов. 

 

 
Прирост оптической плотности при образовании комплекса 
GSH-CDNB в результате реакции, катализируемой GST из 
печени сига при разных разбавлениях белкового экстракта: 
1 – разбавление в 30 раз; 2 – в 100 раз; 3 – в 300 раз; 4 – контроль 

Поиск приемлемых разбавлений мы провели 
и на других тканях сигов, а также плотвы и щу-
ки (см. таблицу). Из таблицы видно, что для по-
лучения корректных данных по активности фер-
мента необходимо подбирать разбавления не 
только для каждой ткани, но и для каждого вида 
рыб. Было обнаружено, что для белковых экс-
трактов из печени рыб требуется большее раз-
бавление, чем для других тканей. Это объясня-
ется тем, что на печень как орган детоксикации 
ложится максимальная нагрузка по осуществле-
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нию фазы II биотрансформации в организме, 
поэтому в ней синтезируется наибольшее коли-
чество энзима. Следует отметить, что определе-
ние активности GST в гонадах рыб проводилось 
на стадиях зрелости 2,6 у щук, 2,3 у сигов и 2,4,5 
у плотвы. Вполне вероятно, что на других ста-
диях зрелости потребуются иные разбавления.  

 
Р а з б а в л е н и е  э к с т р а к т о в  и з  р а з л и ч н ы х  
т к а н е й  н е к о т о р ы х  в и д о в  р ы б  д л я  о п р е -

д е л е н и я  а к т и в н о с т и  G S T   

Ткань Плотва Сиг Щука 

Печень 50 100 900
Мышцы 20 30 50
Почки 20 30 100 
Жабры 30 30 500
Гонады 15 30 500

 
Было обнаружено, что разбавление белковых 

экстрактов, необходимое для определения актив-
ности GST в тканях каждого из исследованных 
нами видов рыб, неодинаково. Так, белковые экс-
тракты из печени плотвы нужно разбавлять в 2 
раза меньше, чем таковые сига, и в 18 раз мень-
ше, чем щуки. То же самое можно отметить и по 
другим тканям. Интересно, что белковые экстрак-
ты из тканей щуки требуют существенно больше-
го разбавления, чем соответствующие ткани сига 
и плотвы. Так, значения относительной активно-
сти глутатион S-трансферазы в печени рыб, вы-
ловленных из оз. Каменное и хвостохранилища 
Костомукшского ГОКа, колебались в пределах 

46–157 для сигов, 40–132 для плотвы и 680–1250 
μМ GSH-CDNB/мин/мг белка для щук. Причина 
этого явления пока неясна, но можно предпола-
гать наличие взаимосвязи между уровнем фер-
мента в тканях и экологией вида. Как известно, 
щука – хищник, а плотве и сигу свойственен 
смешанный тип питания.  

Таким образом, проведенные эксперименты 
показали, что для получения достоверных ре-
зультатов при спектрофотометрическом опреде-
лении активности глутатион S-трансферазы не-
обходимо подбирать разбавления клеточных экс-
трактов по каждому виду рыб и типу ткани. 
В особенности это касается тех случаев, когда 
визуальный контроль хода реакции невозможен 
из-за отсутствия непрерывного вывода данных 
на экран монитора, как в спектрофлуориметре 
СМ 2203, а именно тех фотометров, у которых 
отсутствует компьютерное управление, но име-
ется возможность измерения D при 340 нм. На 
наш взгляд, полученные результаты могут быть 
применены при использовании спектрофотомет-
ров любого типа для определения активности 
этого фермента.  
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