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Аннотация. Исследован гликолиз в качестве источника энергии при микробиологическом синтезе нуклео-
зидфосфатов из предшественников (пуринов) у коринеформных бактерий. В опытах с бесклеточными экс-
трактами Corynebacterium flavum – ВСТИ 301, Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6872 с помощью метода 
меченых атомов показано, что основным источником энергии при образовании нуклеозидди- и три-
фосфатов (ADP, ATP, GDP, GTP) из нуклеозидмонофосфатов (AMP, GMP) является гликолиз.  
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Вещества нуклеотидной природы участву-

ют в наиболее важных процессах жизнедея-
тельности: функционировании наследственно-
го аппарата и биосинтеза белков, регуляции 
биохимических процессов и энергетическом 
обмене. Все более расширяется область их 
практического использования в качестве ле-
карств, применения их в производстве реакти-
вов, лекарств, вкусовых добавок и других цен-
ных препаратов для нужд химической, фарма-
цевтической и пищевой промышленности. 

Из методов получения нуклеозидфосфатов 
наиболее перспективным является микробио-
логический метод, который на практике осу-
ществляется двумя способами. Первый способ 
– прямая ферментация с применением ауксо-
трофных мутантов. Второй способ микробио-
логического синтеза – сэлвидж (salvage)-
синтез. Он основан на реакциях реутилизации 
низкомолекулярных продуктов катаболизма 
нуклеиновых кислот (пурины, пиримидины и 
их нуклеозиды). В техническом плане сэлвидж-
синтез основан на применении специально по-
добранного микроорганизма, осуществляюще-
го рибозилирование и фосфорилирование пу-
риновых и пиримидиновых оснований, их нук-
леозидов или синтетических аналогов 
низкомолекулярных компонентов нуклеиновых 
кислот.  

Автор с сотрудниками в течение длитель-
ного времени (с 1970 г.) разрабатывает теоре-
тические и прикладные аспекты сэлвидж-
синтеза нуклеозидфосфатов и нуклеотидных 

коферментов. Ими открыта ранее не известная 
реакция синтеза ADP и впервые исследован 
кофермент пирофосфат: ADP-фосфотрансфе-
раза, описан новый механизм регуляции. Впер-
вые в России автором получены штаммы-
продуценты нуклеотидов, разработана техно-
логия получения препаратов ATP, NAD, GTP и 
других нуклеотидов [2]. Технологии получения 
нуклеотидов внедрены на Олайнском заводе 
химреактивов (1973–1981 гг.). 

Данная статья посвящена исследованию 
гликолиза в качестве возможного источника 
при сэлвидж синтезе нуклеозидфосфатов у 
штаммов продуцентов из крупы коринеформ-
ных бактерий.  

Материалы и методы 

Исследовали микроорганизмы из группы 
коринеформных бактерий, осуществляющих 
сэлвидж-синтез нуклеотидов: Corynebacterium 
flavum ВСТИ 301 (Цыренов В. Ж., и др. Автор-
ское свидетельство 726161, СССР, 1980) и му-
зейный штамм Corynebacterium ammoniagenes 
ATCC 6872 [1], который в настоящее время из-
вестен как Corynebacterium ammoniagenes 
ATCC 6872. Исследование механизма биосин-
теза нуклеотидов у упомянутых выше микро-
организмов было проведено на примере обра-
зования ATP из аденина и GTP из гуанина с 
использованием бесклеточного экстракта.  

Проведение ферментаций описано ранее 
[4]. Для получения бесклеточного экстракта 
использовали двухсуточную культуру. Для 
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изучения энзиматических реакций, участвую-
щих в биосинтезе АТP, GTP из аденина и гуа-
нина использовались 6 составов реакционной 
смеси. Cмесь № 1: ФРПФ 0,5 мкМ, аденин  
0,6 мкМ, С14-аденин (гуанин) 12·105 имп/мин, 
MgCl2 5 мкМ, трис-HC1-буфер (рН 8,0) 10 мкМ 
и экстракт энзимов 0,5 мг по белку в конечном 
объеме 1 мл. При испытании рибозо-5-фосфата 
(Р-5-Ф) в качестве рибозильного компонента 
ATP использовали: смесь № 2: Р-5-Ф I мкМ, 
аденин 0,6 мкМ, С14-аденин 12·105 имп/мин, 
ATP 0,5 мкМ, MgCl2 5 мкМ, трис-буфер (pH 8,0) 
10 мкМ и экстракт 1,2 мг белку в конечном 
объеме 1 мл; смесь № 3 – смесь № 2 без Р-5-Ф; 
смесь № 4 – смесь № 2 без ATP и смесь № 5: 
смесь № 2 без аденина. Для исследования фос-
форилирования AMP до ATP составляли смесь 
№ 6: Р-5-Ф 0-15 мкМ, MgСl2 5 мкМ, трис-HCl -
буфер (рН 8,0) 10 мкМ, AMA – 0,3 мкМ,  
С14-AMP 12,5·105 имп/мин и экстракт 1,2 мг 
по белку в конечном объеме 1 мл. Инкубацию 
проводили при 30 оС, без встряхивания. Реак-
ция останавливалась добавлением 0,1 мл 60%-
ной трихлоруксусной кислоты. 

Образующиеся в реакционной смеси нук-
леотиды определяли с помощью бумажной 
хроматографии. Радиоактивность измеряли 
жидкостным сцинтилляционным счетчиком 
SL-30 («Intertecnique»). 

Удельную активность бесклеточного экс-
тракта выражали как нМ нуклеотида (АМP, 
GMP, ADP, GDP, или ATP, GTP) в расчете на  
1 мг белка. Количество нуклеотидов в нМ рас-
считывали, исходя из распределения в них ра-
диоактивности.  

Результаты и обсуждение 
Ранее было показано [3], что в клетке и в 

культуральной жидкости штаммов продуцен-
тов накапливается большое количество до  
4 мг/мл пентозофосфатов (Р-5-Ф, ФРПФ). Так-
же было показано, что ФРПФ используется в 
аденинфосфорибозилтрансферазной реакции с 
образованием AMP. При этом была использо-
вана реакционная смесь № 1, состоящая из  
С14-аденина, ФРПФ, MgCl2 буфера и экстракта 
энзимов.  

Было сделано наблюдение о том, что если в 
реакционной смеси № 1 заменить ФРПФ на  
Р-5-Ф и ATP (создавая, таким образом, реакци-
онную смесь № 2), то в этих измененных усло-
виях также интенсивно происходило образова-
ние AMP. 

Исходя из этого наблюдения, мы попыта-
лись определить роль отдельных компонентов 

реакционной смеси № 2, ставили опыт с бес-
клеточным экстрактом, в вариантах которого 
последовательно исключали из состава реакци-
онной смеси тот или иной компонент.  

Как видно из данных таблицы 1 в реакци-
онной смеси № 3 (которая в отличие от смеси 
№ 2 не содержала Р-5-Ф) обнаруживаются сле-
довые количества различных нуклеозидфосфа-
тов. Это, по-видимому, объясняется дефицитом 
или отсутствием ФРПФ. 

В реакционной смеси № 4 (которая в отли-
чие от смеси № 2 не содержала ATP) наблю-
дался синтез нуклеозидфосфатов, в том числе 
значительных количеств ATP. 

Это свидетельствует о том, что в смеси  
№ 4, содержащей бесклеточный экстракт, про-
исходят определенные процессы, которые обу-
словливают образование из Р-5-Ф ATP, необ-
ходимый для синтеза ФРПФ в ФРПФ-
синтетазной реакции. Таким образом, ATP не 
является необходимым компонентом реакци-
онной смеси, когда используется бесклеточный 
экстракт. 

Аналогичный результат был получен при 
ферментации гуаниновых нуклеозидфосфатов с 
помощью Corynebacterium flavum.  

Для среды № 4 были определены опти-
мальные концентрации субстратов: для Р-5-Ф-
357 мкМ и для аденина – 700 мкМ. Оптималь-
ное значение рН трис-HCl -буфера для образо-
вания ATP в этой смеси вставляла около 8,0. 

Если в смеси № 1 (содержащей ФРПФ) 
происходит образование только ATP то в среде 
№4 (содержащей Р-5-Ф) – синтез нуклеозид-
фосфатов, включая ATP. Такой результат (ко-
торый в определенной мере был неожиданным, 
поскольку Р-5-Ф является более простым со-
единением, чем ФРПФ) наводил на мысль, что 
Р-5-Ф является не только источником рибо-
зильной части нуклеотидов, но и субстратом 
процессов, обеспечивающих фосфорилирова-
ние нуклеозидмонофосфата до нуклеозидтри-
фосфата (например, AMP до ATP). 

Данное предположение было проверено с 
использованием реакционной смеси № 6, со-
стоящей из Р-5-Ф, С14-AMP или С14-GMP, 
трис-HCl буфера, MgCl2 и бесклеточного экс-
тракта. В первую очередь, было изучено влия-
ние различных концентраций, Р-5-Ф на образо-
вание ATP у коринеформных бактерий (табл. 2.). 

Обнаружилась четкая зависимость степени 
фосфорилирования от концентрации Р-5-Ф. 
Наблюдался синтез нуклеозидди- и трифосфа-
тов в контрольных образцах, куда не добавляли 
Р-5-Ф. Это, очевидно, связано с наличием в 
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бесклеточном экстракте доноров макроэргиче-
ских фосфатных групп, полифосфатов.  

Зависимость фосфорилирования нуклео-
зидмонофосфата от концентрации субстрата 
указывает на возможную роль гликолиза. Из-
вестно, что фосфоглюконатный путь, одним из 
промежуточных продуктов второго является Р-
5-Ф, на одном из этапов может перейти в гли-
колитический, т. е. Р-5-Ф может стать субстра-
том гликолиза, энергетический эффект которо-
го в данном случае обеспечивает фосфорили-
рование нуклеозидмонофосфата. Для проверки 
этого предположения был поставлен опыт с ре-
акционной смесью № 4, в которой вместо Р-5-
Ф была взята глюкоза (табл. 3). 

Как видно из данных таблицы 3, наблюда-
лось заметное образование нуклеозидфосфатов 
в случае замены Р-5-Ф глюкозой. Наиболее вы-
сокий уровень синтеза ATP и GTP обнаружи-
вается при концентрации глюкозы 6 мкМ. 

Образование нуклеотидов при добавлении 
глюкозы, свидетельствует об участии гликоли-
за в фосфорилировании монофосфатов. 

Проведенные нами опыты показали, что в 
реакционной смеси № 4 образование ATP про-
исходит через AMP. Количество AMP также 
возрастало в присутствии NaF, являющегося 
ингибитором гликолиза. Ингибирующий эф-
фект NaF на фосфорилирование AMP до ATP 
усиливался в присутствии фосфатов (табл. 4.)  

 
Таблица 1  

Испытание Р-5-Ф в качестве источника рибозильной части ATP 

Удельная активность экстракта, нМ/мг Реакционная смесь Основные компоненты ре-
акционной смеси С14-ATP С14-ADP С14-AMP 

№ 2 Р-5-Ф, ATP. 28,6 (±2,9) 67,4(±3,8) 108 (±9,9) 
№ 3 Смесь № 2 без Р-5-Ф Следы Следы Следы 
№ 4 Смесь № 2 без ATP 135 (±) 76,9 (±6,1) 24,3 (±1,8) 
№ 5 Смесь № 2 без аденина Следы Следы Следы 

 
Таблица 2 

Влияние концентрации Р-5-Ф на образование пуриновых нуклеозидди- и три-фосфатов  
у Corynebacterium flavum ВСТИ 301 и Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6872* 

Удельная активность экстракта, нМ/мг, 30 мин № варианта Р-5-Ф мкМ 
С14-ADP С14-GDP С14-ATP С14-GTP 

1 0 25,2 20,8 40,7 21,6 
2 5 75,2 36,9 62,0 30,9 
3 10 97,8 45,6 74,0 40,6 
4 15 72,6 32,4 61,2 31,7 

*Использована реакционная смесь № 6 состава: Р-5-Ф, концентрация указана в таблице, MgCl2 5 мкМ, 
трис-HCl -буфер (рН 8,0) 10 мкМ, AMP – 0,3 мкМ, С14-AMP 12,5·105 имп/мин и экстракт 1,2 мг по белку в 
конечном объеме 1 мл. Радиоактивность на единицу веса продукта (ADP, ATP) составляла 4,18·103 имп/мин 
на 1 нМ. В случае синтеза GTP использовался GMP, С14-GMP. 

Таблица 3 
Влияние концентрации глюкозы на образование нуклеозидфосфатов пуринового  

ряда бесклеточным экстрактом C. flavum ВСТИ 301 

Удельная активность экстракта, нМ/мг, 30 мин № вариан-
та 

Глюкоза, 
мкМ AMP GMP ADP GDP ATP GTP 

1 0 1,2 1,3 3,1 2,8 14,6 12,1 
2 2 3,2 1,7 5,2 4,1 26,0 14,2 
3 4 7,1 3,7 10,1 6,4 44,0 26,4 
4 6 8,2 4,5 11,0 5,9 50,2 28,7 
5 8 7,4 3,4 9,8 4,3 42,1 22,6 
6 10 2,1 1,5 4,8 4,2 26,5 14,8 
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Таблица 4 
Влияние фторида натрия и фосфатов на образование нуклеозидфосфатов бесклеточным  

экстрактом С. flavum ВСТИ 301 

Удельная активность экстракта, нМ/мг 
белка, 30 мин Буфер NaF, 100 

мкМ 
C14-ATP С14-ADP С14-AMP 

Трис-HCl буфер, pH 8,0 - 96 102 29 
Трис-HCl буфер, pH 8,0 + 21,0 36,1 42,8 
Трис-HCl буфер, pH 9,0 + 30,2 61,2 71,5 

Na-фосфатный буфер, 10 мкМ, pH 7,4 - 22,7 58,6 174,1 
Na-фосфатный буфер, 10 мкМ, pH 7,4 + 9,1 25,7 98,7 

 
Заключение 
В работе показана взаимосвязь энергетиче-

ского обеспечения сэлвидж-синтеза нуклео-
зидфосфатов у коринеформных бактерий с 
процессом гликолиза. 
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The role of glycolis at the microbiological synthesis of nucleoside phosphates 
from predecessors at corinebacteria  
V. Zh. Tsirenov, I. O. Pinuev, A. A. Sandanov  
East-Siberian State Technological University, Ulan-Ude 

Abstract. The glycolis has been studied as an energy source for microbiological synthesis of nucleoside phosphates 
from predecessors at Corinebacteria. In experiences with uncellular extracts of Corynebacterium flavum – ВСТИ 
301 and Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6872 by means of a method labeled atoms has been shown that, 
что glycolis is main energy source for synthesis of nucleosidedi- and triphosphates (ADP, ATP, GDP, GTP) from 
nucleosidmonophosphates (AMP, GMP).  

Key words: Glycolis, nucleoside phosphates, phosphorylation, phosphoribosl pirophosphate, ribose-5-phosphate, 
biosynthesis ATP AMP ADP, microbiological synthesis. 
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