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ОБ АМИЛАЗНОЙ АКТИВНОСТИ ЖЕЛЧИ

В нашей предыдущей работе [1 ] отмечалось, что желчь куриного 
> эмбриона является активатором амилазы слюны. Одновременно выясни 
л лось, что желчь взрослых кур также обладает этим свойством. Изучая 
а активирующее действие желчи у ряда животных на амилазу слюны, мы 
н выяснили, что желчь кроликов, собак, коров, коз, уток и индеек не обла 
д дает свойством активировать амилазу. Помимо куриной желчи и желчи 
к куриного эмбриона активирующим свойством обладает и овечья желчь.

Исследования, проведенные нами, показали, что активирующее свой- 
с ство желчи куриного эмбриона и овцы в отношении амилазы слюны об 
у условлено наличием з ней амилазы (в желчи), г. с повышение амилоли • •

। гической активности слюны после добавления желчи вызывается не за 
с счет повышения активности имеющейся в ней амилазы, а за счет постен ж

। ления новой порции ее из желчи. Таким образом, предыдущими иссле- 
। юваниями выяснено, что у определенных видов животных (овцы, куры) 

/ желчь содержит амилазу.
Настоящая работа ставила цель изучить сравнительные особенно- 

( сти некоторых физико-химических свойств (особенно термоустойчивоегь) 
амилазы слюны и желчи.

Методика. Материалом для определения амилазной активности 
• служила желчь кур. куриного эмбриона и овцы. У только что забитого 

животного отделялся желчный пузырь (но мере возможности в стериль 
। ных условиях). Предварительно проверялись амилолитические свойства 

желчи. После положительной реакции на крахмал, желчь помещалась 
в коллодиумный мешок и диализировалась в течение 24 ч. против 

. дистиллированной воды, вращая его через определенные промежутки 
। времени, со сменой дистиллированной воды. В некоторых случаях диали­

зировалась под проточной дистиллированной водой. После диализа 
вновь проверялись амилолитические свойства желчи на крахмал и при 
всех условиях получалось резкое понижение активности.

Опыты ставились в фосфатных буферных средах с pH равными 5,91; 
< 6,47; 6,81; 7,2; 7.73; 8,08. В качестве субстрата служил 1,2% водный ра- 
՛ створ крахмала, а в качестве активатора 0,5 м раствор NaCI. Реакцион­

ная смесь состояла из следующих компонентов: 1 мл фермента (разбав 
ление 1 :50), 5 мл 1,2% крахмального раствора, 1 мл 0,5 м раствора 
NaCI. Смесь инкубировалась 20 мин. при 37 С. Активность амилазы 
определялась по методу Smith В., Roe J. [2].

Колориметрирование проводилось ФЭК-MI при использовании крас­
ного фильтра.
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Первая серия опытов состояла из семи проб՛ первая проба нс под­
вергалась частичной температурной инактивации. Из разбавленной жел­
чи (I 30) бралась по 0.5—I мл и добавлялась к реакционной смеси, со 
всеми приведенными pH, и инкубировалась при 37 в течение 20 мин. 
11осле инкубации пробы помещались в лсд и добавлялось по 2 мл Ж НС| 
для прекращения действия фермента; затем, после добавления иодного 
раствора, определялось количество оставшегося крахмала. Остальные 
шесть проб до инкубации подвергались температурной обработке при 
15. 50. 55. 60. 65, 70° в течение 10 мин., после чего они немедленно пере­
носились в ледяную баню. Затем, как и к первой пробе, прибавлялась 
реакционная смесь и пробирки инкубировались при температуре 37 в 
течение 20 мин. 99 |

В следующей серии опытов инкубация производилась в течение 
20 мпп. при температурах 45, 50, 55, 60. 65, 70 без предварительной тем 
нературнон обработки. . В 1

Опыты проводились с диализированной амилазой слюны и желчью.
Полученные результаты и их обсуждение. Данные I серии опытов, 

где фермент предварительно нагревался 10 мин. при температуре 45, 50. 
55, 60. 65, 70° и после моментального охлаждения инкубировался при 
37 в течение 20 мин., приведены в табл. I. ’ ' • (

Таблица 1
А к। ннност ь амилазы желчи овцы в ывн- 

симости о։ ч.в।пчпон термоинактивднин
Активность <։мил<мы желчи овцы при 

разных температурных инкубациях 
16

При инкубации 20 мни.

37

5,91
6.47
г..81
7.20

8,04

при инактивации 10 мин

36
30
28

30’
39

При инкубации 37 и течение*20 мин

45 50 55 60

5 2 2 ~ 0.0
5 2 2 0.0

') 9 0.0
8 2 ') Л* О.о
8 2 2 0.0
3 2 2 0.0

крахмал в М1

30
39
40
36
30
28

37 15

14
52
52
52
18
41

ас те пленный к течение 20 мин.

50

33
35

15
10

55

20
25
30
18

10

инкубации.

60

0,0
0.0
0.0
0.0
0,0
0.0

мл а ми-

н

ызы желчи, разбавленного I :50.

11 ри детальном изучении выяснилось, что амилаза желчи овцы дей­
ствует интенсивнее при нейтральном pH (6,81), чем в кислой или щелоч­
ной среде. Из данных, приведенных в табл. I. видно, что разведенная 
амилаза желчи овцы при температуре 37° в течение 20 мин. активизи­
руется. При предварительном же нагревании фермента при 45 в течение 
10 мин. и в последующем инкубировали при 37° в течение 20 мни. с суб­
стратом, ферментативная активность сильно подавлялась, доходя до 
6 мг. Нагревание при 50' в течение 10 мин. также приводило к подавле­
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нию ферментативной активности, которая равнялась двум мг. При тем 
пературной обработке 55‘ значительного изменения в активности фер­
мента нс происходило но сравнению с предыдущей. При 60 температур­
ной обработке фермент полностью терял свои каталитические свойства

Необходимо отметить, что когда желчная амилаза подвергается 
частичной температурной обработке при 50 и 55 в течение Ю мин., то 
в этом случае активность фермента, изученная при всех указанных pH, 
надает и равняется 2 мг. Большой интерес представляет изменение актив­
ности фермента после температурной обработки при 15 в течение 10 мин. 
Если активность фермента, подвергнутого температурной обработке и. 
инкубированного при pH 6,81, примем за 100% (40 мг), то после нагре­
вания при 45' в течение 10 мин. активность фермента резко понижается, 
доходя до 6 мг. т. е. по сравнению с первоначальной активностью состав­
ляет 15%. Таким образом, замечаем, что фермент теряет 85", актин 
пости от первоначальной. В табл. 1 показаны изменения активности 
фермента, инкубированного при различной температуре с разными pH 
Когда фермент инкубируется при 45 в течение 20 мин., активность его 
заметно повышается (расщепляет 52 мг крахмала). Это повышение про­
исходит не только при pH 6,8. но и при pH 6,47, 7,2.

Инкхбация желчи овцы при 50, 55, 60 в течение 20 мин. характери­
зуется понижением активности фермента. При температурной обработке 
фермента выше 37 отмечается следующее: с одной стороны фермент как 
белок подвергается денатурации, с другой—отмечается усиление скоро 
сти ферментативной реакции на определенную величину (повышение 
температуры на 10° приводит к двухкратному усилению скорости фер 
ментативной реакции). ,

Из табл. I видно, что при частичной температурной обработке фер­
мента при 45 в течение 10 мин., он теряет свою активность по сравнению 
с первоначальной на 85%- Инкубирование фермента без предваритель­
ной температурной обработки при 45° повышает его активность на 30% 
от первоначальной. Несмотря на повышение активности во время инку­
бации при 45° в течение 20 мин. фермент частично инактивируется и 
дальнейшая активация оставшегося фермента происходит за счет повы­
шения температуры.

Для того, чтобы охарактеризовать то или иное свойство амилазы
желчи овцы, надо сравнит!» его с хорошо изученным ферментом, изико-
химические свойства которого известны. Таковой является амилаза слю­
ны человека, особенности которой в наших опытах явились как бы эта­
лоном для сравнения с амилазой желчи овцы.

С амилазой слюны проделаны те же исследования, что и с амилазой 
желчи овцы, данные приведены в табл. 2. Оптимальным pH действия 
слюны является 6,81; при других pH (в сторону кислой или щелочной) 
шачитсльно снижается активность фермента. При нагревании амилазы
слюны в течение 10 мни. при 45 и 50° активность ЗЕ ермента понижается
незначительно, или же не отмечается каких-нибудь изменений. Нагрева-

Известия XIV. № ь 1
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Хкгиниос 11. амила.и.) слюны человека 
и (анисимостн от частичной термо- 

ина ктинации

Г а б л и ц а 
\ктивност1> амилазы слюны человека 

при разных инкубационных 
температурах

При инкубации 20 мин.

Ри

17

5.91
6,47

7.73 
R. 04

при инактивации Ю мин.

15

19*
36
39
32

Инкубации при 37 и ген. 20 мин.

45 50’ 55 60

20 15 1'2 0,0
28 28 21 0,0
30 31 25 0,0
25 30 24 0,0
22 25 17 0,0
15 13 1 13 0.0

и М .1 в

15 (15(>() 70.к»37

16 21 30 ՛ 26 20 5 0.0
24 35 49 42 34 15 0,0
28 39 55 45 35 15 0.0
27 36 45 39 33 15 0.0
21 29 36 33 26 9 0.0
16 20 21 22 18 6 0.0

течение 20 мни. инкубации, мл амила пйрасщепленный крахмал 
слюны, разбавленного 1:50.

ние при 551 даст понижение активности в 1,5 раза, а при 60е* фермент 
подвергается полной инактивации. I

Приведенные данные показывают, что амилаза слюны инактивиру 
ется меньше, нежели амилаза желчи овцы под действием температуры. 
Если амилаза желчи овцы при 50 и 55' почти всецело подвергается инак­
тивации, то амилаза слюны, при тех же температурных воздействиях, 
сохраняет больше половины сноси активности. Амилаза слюны человека 
подвергается полной инактивации только при 60°. Полученные данные 
свидетельствуют о большей гермолабильности амилазы желчи овцы по 
сравнению со слюной. 'Я 1

Таким образом, возникает вопрос: почему амилаза желчи овцы тер 
молябильнсе амилазы слюны? Может быть термост обильность амилазы 
слюны обусловлена входящими в состав слюны компонентами, в при 
сутствии которых фермент становится термостабильным, или же послед 
псе зависит от определенных физико химических свойств данного фер­
мента.

Для выяснения этих вопросов были поставлены следующие опыты 
из разбавленной желчи овцы и слюны человека бралось по I мл пробы 
и в обоих случаях определялась активность фермента без температурной 
обработки. Выяснилось, что носл< 20-мннутной инкубации амилолитнче 
ская активность желчи овны доходит до 33 мг, слюны же до 37 мг. 
После 10-минутной обработки при 15’ активность желчной амилазы овцы 
резко понижалась (с 33 до 3,5 мг); активность же амилазы слюны после 
температурной обработки изменилась в незначительной степени (с 37 до 
34 мг).

Следующим вариантом наших исследовании явилось нагревание 
смеси обоих ферментов при 45° в течение 10 мин. с последующей инку­
бацией в гечение 20 мин. при 37’. В этом случае суммарная активность



Об амилазной активности желчи 51
ЛШЯШЯШЯЯ/ЯШШЯШШЯЯЯШвЯЯКЯШЯН ^яякяявшшшшшккяяшшяшшяшяшяял^֊

фермента равнялась 37 мг. 1аким образом, видно, что сумма активности 
ферментов отдельно инкубированной желчи и слюны (37,5 мг) равняется 
суммарной активности этих ферментов, инкубированных вместе (37 мг).

Приведенные исследования свидетельствуют, что термостабильность 
слюнной амилазы по сравнению с желчной, по всей вероятности, обуслон 
лена его индивидуальными особенностями, а не наличием каких-либо 
определенных веществ, предотвращающих денатурацию фермента при 
его нагревании, Существование таких веществ оказало бы свое тормо 
шщее действие на денатурационный процесс желчной амилазы при сме 
шанной инкубации слюны и желчи, что не подтвердилось в данной серии 
наших исследований.

Известно активирующее действие некоторых электролитов нейтраль­
ных солей, например ЫаС1, на ферментативное действие амилазы [3|. В 
то же время известно, что эти электролиты предотвращают денатурацию 
амилазы под действием температуры [4]. В связи с этим представляло 
интерес выяснение роли ИаС1 в процессах предотвращения инактивации 
слюнной и желчной амилазы. Результаты этих исследований приведены 
в табл. 3. Опыты были поставлены по следующей схеме: в два па 
раллельных ряда, состоящих из шести пробирок, помещалось по I мл 
с.'поны человека и желчи овцы. Первые пробы не подвергались темпера 
гуриой обработке и инкубировались в нормальных условиях при 37° в 
печение 20 мин. Активность фермента этих проб принималась за 100% 
и служила фоном для сравнения активности фермента последующих 
проб. Вторые пробирки подвергались температурной обработке при 45* 
в течение 10 мин., третьи пробы подвергались такой же температурной 
обработке при предварительном прибавлении I мл 0,5 м раствора хло 
ристого натрия; четвертые пробы подвергались такой же температурной 
обработке после добавления I мл 0,5 м раствора сернокислого натрия 
В пятые пробирки добавлялось эквивалентное количество растворов 
хлористого и сернокислого натрия и обработка производилась в тех же 
температурных условиях. Наконец, шестые пробы не подвергались тем 
пературной обработке и инкубировались в нормальных условиях без 
добавления активатора (ИаС1).

Данные, приведенные в табл. 3, показывают, что у диализированного 
фермента (амилазы слюны и желчи) не выявляются каталитические 
свойства по отношению к крахмалу при инкубации без \’аС1 (графа 6). 
Как было упомянуто выше, ИаС1 предотвращает денатурацйю белка во 
время термоинактивации фермента.

Во второй графе приведены результаты опытов, где фермент также 
подвергался термоинактивации без №С1. При этом замечалось резкое 
подавление ферментативной активности. Термоинактивация действует нс 
в одинаковой степени на амилазу слюны и желчи: активность амилазы 
слюны подавляется на 28%, а амилазу желчи на 94% по сравнению с 
первоначальной активностью. Инактивация фермента с №аС1 предот 
вращает денатурацию амилазы слюны на 23%, а амилазы желчи на 
47 % (графа 3). чего не замечается при инактивировании фермента с
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Таблица 3I
Зависимость денатурации амилазы слюны и желчи овцы ог ^’аС1 и М.1г8О

6

Инкубация 
20 мин . при 

37° фер­
мент | бу- 
фер 4-крах­

мал

Инактивация 
фермента 

при 15 в те­
чение Юнии, 
без М<»С1 и 
инкубация 

20 м«'Н. при 
37°

Инактивация 
фермента 
при 45 

10 мни. и 
инкубация 

20 мин. 
при 371’

Инак гннация 
фермента 
]0 мин. 

при 45 и 
инкубация 

20 мин. 
при 37“

11нлктивацня 
фермента 

10 мин.
при 45° и
ННКуб1ЦИЯ 

20 мин. 
при 37

11пкубацчя1й 
фермента а 

без ннк\б.на 
ЦВИ 20 МИ 114

при 37

I

а О 
о

I О
«V

Е

...

X 2
(D г» jx г

С л ю н и а я амил а з а

6,8 39 100 28 72 37 95 29 74 41 КМ) 0.0

Амилаз а ж е л ч и о в и ы

6.8 30 100 2

Na2SO4; последняя не

б 16 53

оказывала заметного действия

83 о.о

на термоинакти-
нацию. Активность сохраняется полностью при инактивации фермента
вместе с NaCI и Na2SO4 (графа 5).

Выводы
I. Желчь куриного эмбриона, цыплят и взрослых кур. а также и овен 

обладает амилолитической активностью.
2, ч Амилаза желчи овцы термолабильнее по сравнению с амилазой 

слюны. ’ 1
3. №С1, как фактор предотвращающий денатурацию фермента, боль 

ше проявляет ьто свойство в отношении желчной амилазы, чем слюнной
4. Разное отношение к температурной денатурации этих ферментов, 

ио-видимому, связано с их физико-химическими особенностями.
Сектор биохимии

АН АрмССР Поступило 21.1 1961 г.
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//1 ս ու մն ա ս ի fit/ ե [ են մի շարր կ են t] անիների (ճազս/ր, շուն, կՈէ[> U/J^t nJ 

խար, բաղ> հնդկահավ) քեզիների ամիքոլիտիկ հատկություններ/!, պարզվեք Լ, որ 
տ.,, կենդանիներից միայն ոչխարի /եդին է, որ ոժտված Լ ամ իքոքիտիկ հատ֊ 
կությամր։

/1չխարի քեդոէ ա մ ի/ա էք ա յ ի մ/է րանի հ ա տ կ ո ւ թ յ ո ւնն ե ր ր համեմատելով մար՝ 
Կէէէ //բի ամ իք արքայի հետ, պարզվեք է, որ ոչխարի քեդու ամ իրս զան թերմոքարիք 
It Նաէորի 14որի զեն ատ nt րա ց nt մ ր կանխոզ հ ա տ կ ո ւ //յո ւ ն ր utt/եքի շատ արսւա- 
էքտծ վերա րերմ ունքր, րստ երևույթին, պայ մ սւնտվ որվ ած Լ նրանց ֆիէքիկորի-
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