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Резюме
Неослабевающий в течение десятилетий интерес научного сообщества к змеиным ядам обусловлен двумя причи-

нами. Во-первых, от укусов змей ежегодно умирает большое количество людей. Во-вторых, многочисленные компо-
ненты змеиных ядов находят все бóльшее применение в медицине и терапии целого ряда заболеваний.

Фосфолипазы A
2
 змеиных ядов являются одними из наиболее агрессивных токсических белков, часто играя 

основную роль в иммобилизации и умерщвлении жертвы змеиного укуса. Эти ферменты катализируют реакцию 
гидролиза глицерофосфолипидов до жирных кислот и лизоглицерофосфолипидов. Однако разнообразие эффектов 
фосфолипаз не ограничивается только каталитическим действием. В обзоре (часть 1) рассмотрены особенности 
строения и свойства фосфолипаз яда змей семейства гадюковых. 
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Summary
Snake venoms have been fervently studied for decades for two reasons: 1) high death rate due to snake bites; 2) numerous 

components of snake venoms prove useful in medicine and treatment of diverse pathologies.
Snake venom phospholipases A

2 
are among the most aggressive toxic proteins often playing the main role in immobiliza-

tion and killing of snakebite victims. These enzymes catalyze the hydrolysis of glycerophospholipids to produce lysoglyc-
erophospholipids and free fatty acids. But the diversity of phospholipase A

2
 effects is not limited to their catalytic action. 

In this review (Part 1), we describe the features of the structure and properties of Viperidae snake venom phospholipase A
2
.
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ВВедение 
Змеиный яд представляет собой секрет ядовитых 

желез – аналогов паращитовидных желез других 
позвоночных. Еще в 1843 г. биолог Шарль Люсьен 
Бонапарт установил белковую природу яда гадюки 
Vipera ursinii. В настоящее время идентифицирова-
на большая часть органических и неорганических 
компонентов многих змеиных ядов и установлено, 
что на долю веществ белково-пептидной природы 
приходится около 90 % сухого веса яда. Как пока-
зали исследования протеома ядов 85 видов змей 
семейства гадюковых (Viperidae), основную массу 
ядов составляли представители трех групп белков 
(все они являются ферментами): 1) фосфолипаза 
А

2
; 2) сериновые протеиназы; 3) металлопротеиназы 

[1]. На долю этих трех групп белков приходилось от 
50 до 93 % всех белковых молекул яда.

Термин «гадюковые» имеет два значения. Пер-
вое – это название семейства Viperidae надсемей-
ства высших змей. Второе – это название одного 
из подсемейств семейства гадюковых – Viperinae. 
Всего семейство Viperidae включает в себя три под-
семейства: 1) Viperinae (випериды, или истинные 
гадюки; 101 вид); 2) Crotalinae (кроталиды, или гре-
мучие змеи; 239 видов); 3) Azemiopinae (два вида). 

Фосфолипаза А
2
 (ФЛА

2
) является важнейшим 

«биохимическим оружием» не только гадюковых, 
но и других высших змей, а также некоторых ядо-
витых животных других классов (осы, пчелы, скор-
пионы, конусные улитки). В последнее десятиле-
тие появилось большое число работ, описывающих 
протеом змеиных ядов. Содержание фосфолипазы 
А

2
 в ядах змей подсемейства Viperinae (данные по 

20 видам) варьировало от 5 до 64 %, а подсемейства 
Crotalinae (данные по 53 видам) – от 0,5 до 91 % 
[1–4]. Протеом яда одного из двух видов подсе-
мейства Azemiopinae (Azemiopinae feae) содержал 
3–4 % фосфолипазы А

2
 по отношению к общему 

белку экскрета [5]. Cо стороны как виперид, так 
и кроталид наблюдается значительная межродо-
вая и межвидовая вариабельность в количестве 
фосфолипазы А

2
 [6]. Максимальное содержание 

фермента было описано для представителя випе-
рид (истинных гадюк) Vipera nikolskii (65 %) [7] и 
для представителя кроталид (гремучих змей) Cro-
talus durissus cascavella (90,9 %) [8]. У конкретного 
вида змей концентрация фермента изменялась не 
очень значительно в зависимости от активности и 
возраста [9].

Строение  фоСфолипазы а2  
яда  гадюкоВых 
Обширное белковое суперсемейство фосфоли-

паз А
2
 состоит из шести типов ферментов, 15 групп 

и многочисленных подгрупп [10]. ФЛА
2
 змеиных 

ядов относятся к типу малых секреторных ФЛА
2 

(сФЛА
2
). Ферменты этой группы, как правило, яв-

ляются одноцепочечными белками, состоящими 

из 115–125 аминокислотных остатков с массой 
13–15 кДа [11]. По своей первичной структуре 
сФЛА

2
 гадюк Нового света обладают высокой 

степенью гомологии с панкреатической ФЛА
2
 че-

ловека, которая состоит из 125 аминокислотных 
остатков (молекулярная масса – 14 кДа), попе-
речно связанных семью дисульфидными связями. 
Панкреатическая ФЛА

2
 других млекопитающих 

минимально отличается от фермента человека, 
как по количеству аминокислотных звеньев (124 
или 123), так и по единичным заменам в 26-м, 28-м 
либо 32-м положениях [12]. 

Основным отличием сФЛА
2
 змей является от-

сутствие у них зимогенной формы, т. е. дополни-
тельного N-концевого гептапептида, отщепляемо-
го от пищеварительных сФЛА

2
 при переходе их 

в активную форму. В настоящее время выделены 
и охарактеризованы несколько сотен сФЛА

2
 [13]. 

Определены первичные последовательности около 
300 этих ферментов, что представлено в датабазе: 
http://sdmc.lit.org.sg/Templar/DB/snaketoxin_
PLA2/index.html.

В классификации сФЛА
2
 панкреатические 

ферменты млекопитающих относят к группе 1b. 
Секреторные ФЛА

2
 яда семейства аспидовых 

 (Elapidae) и морских змей (Hydrophinae) – к груп-
пе 1a. У млекопитающих в группу 2 входит сФЛА

2 

синовиальной жидкости [14]. К этой же группе 
относятся и сФЛА

2
 яда большинства гадюковых. 

Ферменты группы 2 по структуре близки к груп-
пе 1а, но обладают небольшой дополнительной 
С-концевой последовательностью и отличаются 
по организации дисульфидных связей. Группа 2 
сФЛА

2 
змей разделяется на подгруппу 2а с остат-

ком аспартата в 49-м положении и подгруппу 2b, 
в которой Асп49 заменен на Лиз49. Такая замена 
приводит к утрате способности фермента свя-
зывать ионы кальция [15, 16] и, как следствие 
этого, к потере каталитической активности [17]. 
Подгруппа 2b встречается исключительно в яде 
гадюковых [18]. 

Различные сФЛА
2
 близки не только по первич-

ной структуре, но и по трехмерной организации. 
Кристаллографические исследования большого 
количества изоформ сФЛА

2
 группы 2 [19–25], к 

которой относятся ферменты яда гадюковых, пока-
зали наличие трех основных участков α-спирали: 
N-концевая спираль H1 (остатки 2–12), спираль 
H2 (остатки 40–55) и спираль H3 (остатки 90–108). 
Антипараллельные H2 и H3 своей гидрофобной ча-
стью погружены в сердцевину белка, а гидрофиль-
ной экспонированы на его поверхности. Имеются 
также две дополнительные короткие α-спирали и 
короткие двухнитевые β-складчатые структуры, 
описываемые как β-крылья. Две функционально 
значимые петли образуют Са2+-связывающий уча-
сток (остатки 25–35) с консервативной последова-
тельностью ХCGXGG и гибкую внешнюю петлю 
(14–23). 
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Мутагенез в ходе эволюции гадюковых привел 
к формированию множества молекулярных форм 
сФЛА

2
 даже в пределах одного вида. Исследование 

127 изоферментов сФЛА
2
 яда змей показало, что 

частота замен поверхностных аминокислотных 
остатков была в 2,6–3,5 раза выше, чем остатков, 
погруженных в сердцевину молекул [26]. Результа-
том этого эволюционно направленного мутагенеза 
стало расширение спектра мишеней для этих белков.

Большинство белковых и пептидных компонен-
тов яда змей присутствуют в нем в мономерной 
форме. Однако некоторые из сФЛА

2
 после секре-

ции в яд образуют комплексы в форме гомодимеров 
[27], гетеродимеров [28] или более крупных агрега-
тов [29]. Довольно редко встречаются гликозилиро-
ванные сФЛА

2
, как, например, две кислые Асп49- 

фосфолипазы яда Cerastes cerastes (CC-PLA2-1 и 
CC-PLA2-2), которые содержали соответственно 
2,5 и 0,5 % (по весу) углеводных компонентов [30].

ФеРмеНТАТиВНые  СВойСТВА  СФлА2 
гАДЮКоВых 
Подобно всем формам ФЛА

2
 (фосфатидат-

2-ацилгидролаза; КФ 3.1.1.4), секреторная ФЛА
2
 

катализирует следующую реакцию: 

глицерофосфолипид + Н
2
О = жирная кислота+

 + лизофосфатид. 

Высококонсервативный каталитический центр 
фермента образован остатками Гис48, Асп49, 

Тир52 и Асп99 [31–34]. Жирным шрифтом выде-
лена каталитическая диада, характерная для всех 
ФЛА

2
, а также аспартатных протеиназ. Молекула 

воды, соединенная водородными связями с Гис48, 
принимает непосредственное участие в катализи-
руемой реакции. Боковая цепь Асп49 необходима 
для удержания иона кальция [16]. 

На рисунке приведена схема строения активной 
поверхности сФЛА

2
 яда гадюковых.

Каталитический центр находится в углублении, 
расположенном на дне канала, выстланного боко-
выми цепями гидрофобных аминокислот. У входа в 
канал располагаются остатки триптофана (Трп31) 
и лизина (Лиз69). Предполагаемый ход катализа 
[32, 33] инициируется комплексом Гис48/Асп99/
Ca2+. Ион кальция, адсорбированный на Асп49, 
поляризует карбонильный кислород в положе-
нии sn-2 глицерофосфолипида, координируя его 
с внутренней молекулой воды. Боковая цепь Гис48 
за счет своих щелочных свойств усиливает нук-
леофильность внутренней молекулы воды, ата-
кующей карбонильную группу сложноэфирной 
связи субстрата. Образуется промежуточный 
тетраэдрический комплекс, разрушение которо-
го, сопровождающееся протонированием Гис48 
за счет лизофосфатида, является лимитирующей 
стадией катализируемой реакции [36]. 

Центральная роль Гис48 в ФЛА
2
 катализиру-

емых реакциях доказана в экспериментах по хи-
мической модификации этого аминокислотного 
остатка также путем сайт-направленного мута-
генеза. Так, алкилирование Гис48 фосфолипаз А

2
 

п-бромфенилацилбромидом (p-bromophenacyl-
bro mide) либо метилирование с помощью [13C] 
метил-п-нитробензолсульфоната ([13C]methyl 
p-nit ro benzenesulfonate) приводило к полной по-
тере их ферментативной активности [32, 37–39]. 
Направленный мутагенез панкреатической сФЛА

2
 

свиньи (замены H48K, H48Q и H48N) приводил к 
потере ферментативной активности в случае ли-
зина при замене гистидина на глутамин и аспара-
гин [40]. Природная мутация D49K, встречающаяся 
среди сФЛА

2
 ядовитых желез змей, проявляется в 

отсутствии у них каталитических свойств [41]. Эти 
белки, в отличие от активных Асп49-ФЛА

2
, часто 

называют некаталитическими ФЛА
2
-подобными 

токсинами, или Лиз49-ФЛА
2
. Кислая некаталити-

ческая субъединица випоксина из яда змей рода 
Vipera ammodytes, несмотря на высокую степень 
гомологии с каталитической субъединицей, име-
ет замену Асп49 на Глн49 [42]. Миотоксический 
компонент яда Vipera ammodytes ammodytes ам-
модитоксин L с заменой D49S, т. е. Сер49 ФЛА

2
, 

подобно Лиз49-ФЛА
2
, не обладал ферментативной 

активностью [43].
По строению каталитического центра и ме-

ханизму катализа сФЛА
2
 из яда змей не отлича-

ются от других ФЛА
2
. Адсорбционный же центр 

этих ферментов характеризуется  значительными 

Схема строения активной поверхности секреторной 
фосфолипазы A

2
 яда гадюковых: серые кружки обозна-

чают боковые цепи гидрофобных аминокислот (Лей2, 
Фен5, Мет8, Иле9, Ала102, Фен106); затемненные  

овалы – диполь воды [35]
Schematic structure of the active surface of Viperidae snake 
venom secretory phospholipase A

2
: gray circles indicate the 

side chains of hydrophobic amino acids (Leu2, Phe5, Met8, 
Ile9, Ala102, Phe106); darkened ovals – water dipole [35]
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 размерами и большим разнообразием, однако 
обладает общим с другими ФЛА

2
 механизмом 

межповерхностного (interfacial) взаимодействия с 
субстратом [44]. Предпочтительными субстратами 
cФЛА

2
 являются фосфатидилхолины и фосфати-

лилэтаноламины, причем не в свободном виде, а 
в составе агрегатов, т. е. биологических мембран, 
липопротеинов, мицелл или липосом [45, 46]. Вза-
имодействие адсорбционного центра сФЛА

2
 с суб-

стратной поверхностью агрегированных липидов 
приводит к значительному (на порядки) повыше-
нию ферментативной активности, что обознача-
ют термином «межповерхностная активация» 
[47, 48]. В ходе адсорбции субстрата к активной 
поверхности сФЛА

2
 важная роль принадлежит 

ионному взаимодействию между остатком (или 
остатками) лизина фермента и фосфатными 
остатками субстрата [36, 49]. В случае сФЛА

2
 яда 

гадюковых – это Лиз69 (рисунок). Из числа ги-
дрофобных боковых цепей центральное место в 
адсорбции субстратов активной поверхностью 
ФЛА

2 
 принадлежит Трп31 [50].

Особенности строения и свойств наиболее 
 изученных сФЛА

2
 яда гадюковых и их разнообраз-

ные эффекты на клетки крови и белки плазмы кро-
ви человека будут рассмотрены во второй части 
настоящего обзора.
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