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А. А. СИМОНЯН

ВЫДЕЛЕННАЯ ИЗ ПЕЧЕНИ КУРИНОГО ЭМБРИОНА 
ЛИПОИДО-БЕЛКОВАЯ ФРАКЦИЯ И ЕЕ ВЛИЯНИЕ 

НА ОКИСЛИТЕЛЬНОЕ ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ 
МИТОХОНДРИЙ МОЗГА

Из печени куриного эмбриона удал'ось выделить отдельную фрак­
цию, 74,5% которой составляют липиды, 25,4% белки и белковоподоб­
ные вещества. Выделенная фракция желтого цвета, не растворяется в 
воде (можно только суспензировать), растворяется в ацетоне, эфире и в 
других жировых растворителях. По сравнению < другими компонента­
ми гомогената эмбриональной печени, эта фракция легкая и при центри­
фугировании при 0—3°, 9000 X £ толстым слоем выделяется на поверх­
ности надосадочной жидкости.

В печени эмбриона она обнаруживается во второй половине плод­
ной стадии, т. е. с 16—17 дня, сильно увеличивается на 19—21 день и 
сохраняется на этом уровне у 4—5-дневных цыплят. Количество ее по­
степенно уменьшается, и у месячных цыплят она не обнаруживается

Интересно отметить, что окраска печеночной ткани эмбриона в те­
чение эмбриогенеза меняется. До 13—14-дневного возраста печень эм 
бриона имеет такую же окраску как и у кур, затем она постепенно при­
обретает желтый оттенок и у 17—18-дневного эмбриона принимает ин-

О - V 1 R*тенсивно желтый цвет, который сохраняется и у 1—5-дневных цыплят 
У месячных цыплят печень принимает свою нормальную окраску. Таким 
образом, изменение окраски печени эмбриона в течение его развития 
обуславливается появлением и исчезновением в ней вышеуказанной ли­
поидо-белковой фракции.

С целью выяснения роли этой липоидо-белковой фракции мы поста­
вили перед собой задачу изучить ее влияние на окислительное фосфо­
рилирование митохондрий мозга куриного эмбриона. Опыты проводили 
на эмбрионах кур породы белый леггорн (возраст 18—19 дней). Для 
сравнения изучали действие липоидо-белковой фракции также на мито­
хондрии мозга кроликов и белых крыс (зрелые животные).

Методика. Митохондрии мозга получали дид• Ф»реренциальным цен­
трифугированием, по способу Манделя и др. [5] с некоторыми модифи­
кациями. Центрифугирование производили в скоростной рефрижератор­
ной центрифуге типа Lourdes (модель LRA).

Ядра и цитоплазматические обломки выделяли центрифугирова­
нием при 800—900 X g в течение 12 мин., а митохондрии —при 15000 X £
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в течение 15 мин. Чистоту клеточных фракций исследовали фазовокон-
трастным микроскопом и энзиматическим методом, определяя актив­
ность сукцинатдегидрогеназы (сукцинат, О2—оксидоредуктаза) по ме­
тоду Баттенберга и Леонга [6].

Морфологический контроль показал, что митохондриальная фрак­
ция состоит из маленьких и крупных митохондрий, образующих единое 
целое. В некоторых случаях виднелись обломки миелиновой структуры

Энзиматический контроль показал, что микросомальная фракция неV исодержит митохондрии, так как в ней сукцинатдегидрогеназная актив­
ность всщда отсутствует. В ядерной фракции иногда, правда слабо, вы­
является активность фермента. Возможно, что при выделении ядер 
осаждаются также незначительные количества тяжелых митохондрий.

Все операции выделения митохондрий проводили при температуре 
О—3°. Конечный осадок митохондрий суспензировали в 0,25 М растворе
сахарозы и помещали в соответственную реакционную смесь.

Изолированные митохондрии инкубировали в течение 1 ч. при 26: 
в аппарате Варбурга [2]. Инкубационная смесь содержала в мкмолях:
субстрата окисления—сукцината—50, фосфата калия—40, КС1—100. 
MgCl2—10, глюкозы—150, АТФ—3 и 0,75 мг гексокиназы (Sigma). Ми­
тохондрии добавляли с расчетом на 2—2,5 мг белка. В каждой пробе в 
реакционную смесь прибавляли 7 мг липоидо-белковой фракции, выде-
ленной из эмбриональной печени и суспензированной в 0,25 М растворе 
сахарозы. Общее количество смеси—2,4 мл, pH 7,4.

Неорганический фосфат определяли методом Лоури и Лопеза [3]
в модификации В. П. Скулачева [1]. Полученные данные рассчитаны на 
1 мг белка. Белок определяли по методу Лоури и др. [4].

Результаты опытов. Полученные результаты показывают, что под
действием липоидо-белковой фракции процесс окислительного фосфо­
рилирования митохондрий мозга куриного эмбриона разобщается: ды­
хание усиливается, а эстерификация фосфата замедляется (табл. 1).
Соответственно вдвое уменьшается коэффициент P/О (Р<0,001).

Таблица 1
Влияние липоидо-белковой фракции на соотношение окисления и фосфорилирования 

в митохондриях мозга куриного эмбриона

Контроль Липоидо-белковая фракция

ДО 
м кат омы

ДР 
мкатомы Р/О ДО 

мкатомы
ДР 

мкатомы Р/О

М±т

Т

б,79±0,060 5,81=^0,392 0,85±0,033
(8) (8) (8)

8,55±0,329 
। 15)

10,09
Р<0,001

3,54±0,159
(15)

5,41
Р<0,001

О,42±0,030
(15)
9 7 

Р<о’,001

При действии фракции такое разобщение окислительного фосфори­
лирования намечается и в митохондриях мозга 1-дневных цыплят 
(табл. 2).
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Таблица 2
Влияние липоидо-белковой фракции на соотношение окисления и фосфорилирования 

в митохондриях мозга 1-дневных цыплят

Контроль Липоидо-бел копая фракция

ДО 
мкатомы

ДР 
мкатомы Р/О ДО 

мка гомы
ДР 

мкатомы Р/О

М±гп

Т

7,11±0,155
(5)

6,46±0,325
(5)

0,90 ±0,037 
(5)

8,51 ±0,191 
(Ю) 

5,69
Р<0,001

6,2б±О 190 
(Ю) 

0,535
Р>0,500

0,74±0,032 
(10)

1 93
р>о,2оо

Полярографическое изучение дыхания показывает, что в течение 
первых трех минут инкубации дыхание митохондрий мозга цыпленка 
при действии этой фракции, по сравнению с контрольными пробами, 
усиливается более чем в 1,6 раза.

Опыты показывают, что под влиянием липоидо-белковой фракции 
окислительное фосфорилирование митохондрий мозга кролика тоже 
разобщается (табл. 3).

Таблица 3
Влияние липоидо-белковой фракции на соотношение окисления и фосфорилирования 

в митохондриях мозга кролика

Контроль Липоидо-белковая фракция

ДО 
мкатомы

ДР 
мка юмы Р/О ДО 

мкатомы
ДР 

мкатомы Р/О

5,25±0,052 10,43±0,064 0,98=^0,013
(4) (4) 14)

5,13±0,309
(5)

0,40 
Р>0,500

0,65 ±0,050
(5)

12.1
Р<0,

0,12±0.008
(5)

12.2 
Р<0,001Ж

Из таблицы видно, что окислительное фосфорилирование в мито-
хондриях мозга кролика под действием этой отдельной фракции разоб­
щается сильнее, чем у куриных эмбрионов. Так, по сравнению с контро­
лем, под влиянием фракции Р/О уменьшается в 16,5 раза (с 1,98 до 0,12,
Р<0,001), количество сопряженного фосфата от 10,43 понижается до
0,65 мкатома (Р<0,001).

Липоидо-белковая фракция показывает такое же действие и при 
окислении митохондрий мозга белых крыс (табл. 4). Под влиянием фрак­
ции Р/О в изолированных митохондриях мозга белых крыс, по сравнению 
с контролем, понижается почти вдвое, настолько же уменьшается коли­
чество сопряженного фосфата (Р<0,001); что касается количества по­
глощенного митохондриями кислорода, то при участии липоидо-белко­
вой фракции оно повышается незначительно.
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Таблица 4
Влияние липоидо-белковой фракции на соотношение окисления и фосфорилирования 

R митохондриях мозга белых крыс

Контроль Липоидо-белковая фракция

до 
мкатомы

ДР 
мкатомы Р/С) ДО 

мкатомы
ДР 

мкатомы Р/О

;4,45±0,122
(5)

6,51 + 0,044 
(5)

1.16 ■+-(), 003
(5)

4,54±0.054
(6)

0,7
Р = 0,500

3,433 0,162
(6)
19 

Р<0,001

0,75 ±0,032
(6)
23

Р<0,00|

I

Во второй части работы мы изучали действие фракции на аденозин- 
трифосфатазную (3.6.1.3 АТФ-фосфогидролаза) активность. Для изу­
чения активности фермента брали следующую инкубационную смесь: 
1,4 мл 0,25 М раствора сахарозы, 0,2 мл АТФ (20 мг АТФ в 1 мл), 0,2 мл 
суспензии митохондрий, рассчитанной на 1—2 мг белка, и в каждой про­
бе—7 мг фракции. Конечный объем 2 мл, pH 7,4. Инкубацию произво­
дили при 26°. Критерием активности фермента служило увеличение не­
органического фосфата в среде после 30-минутной инкубации. Получен­
ные данные показывают, что при наличии липоидо-белковой фракции 
АТФ-аза митохондрий мозговой ткани куриного эмбриона активируется 
(рис. 1). Так, в контрольных опытах количество неорганического фос­
фата, расщепленного АТФ-азой, составляет всего 1,59±0,09 мкатомов 
Р, а при действии фракции оно, увеличиваясь, доходит до 2,18±0,072 
(0,005>Р>0,001).

Рис, 1, Влияние липоидо-белковой 
фракции на АТФ-азную активность 
митохондрии мозга куриного эмбри­

она.

501

Рис. 2. Влияние липоидо֊белковои 
фракции на АТФ-а »ную активноеI ь 

1-дневных цыплят.

Под влиянием фракции активность АТФ-азы митохондрий мозга 
1-дневных цыплят повышается более чем в два раза (рис. 2).

Такое же влияние липоидо-белковая фракция оказывает на АТФ-азу 
мо.31 а кроликов (рис. 3) и белых крыс (рис. 4). Например, активность
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фермента кроликов под действием этой фракции повышается в 2,5 раза
(Р<0,001).

Рис. 3. АТФ-азная активность ми­
тохондрий мозга кроликов и влия­
ние глутамата, ГАМК, К + , М£2+ 

и липоидо-белковой фракции на 
активность фермента.

Рис. 4. АТФ-азная активность ми­
тохондрий мозга крысы и влияние 
глутамата. ГАМК, К+, М£2Т и ли­
поидо-белковой фракции на актив­

ность фермента.

Сравнительное изучение показывает, что под влиянием липоидо­
белковой фракции активность АТФ-азы митохондрии мозга кроликов 
повышается больше, чем у крыс и куриного эмбриона. Такая высокая 
активность наблюдается и у 1-дневных цыплят. Повышение активности 
фермента при добавлении этой фракции тесно связано с ее влиянием 
на процесс окислительного фосфорилирования митохондрий. Как было
показано выше, под влиянием зк ракции больше всего разобщается окис­
лительное фосфорилирование митохондрий мозга кроликов. Это объяс­
няется, по-видимому, воздействием активизированной АТФ-азы, ибо при 
активном действии фермента расщепляется большое количество макро­
эргов.

Для сравнения с фракцией, как с хорошим активатором АТФ-азы, 
мы одновременно испытывали и другие активаторы фермента: • -амино- 
масляную кислоту (ГАМК), глутамат, К+ и М^24՜ (рис. 4 и 5). В каж­
дой пробе опыта брали по 50 мк молей ГАМК или глутамата, 100 мк 
молей КС1 и 10 мк молей М^С12.

Опыты показали, что под действием глутамата ГАМК и К 
АТФ-аза митохондрий мозга кроликов и белых крыс почти не активи­
руется. Эти вещества, как активаторы АТФ-азы, намного уступают ли­
поидо-белковой фракции. Активность фермента повышает только М^г+ .

Выводы

Проведенные нами исследования показывают, что с середины ввод­
ной стадии эмбрионального развития в печени куриного эмбриона обра­
зуется липоидо-белковая фракция, которая сохраняется у 4 5-дневного
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цыпленка. Затем постепенно уменьшаясь, липоидо-белковая фракция 
полностью исчезает у одно-полуторамесячных цыплят.

Предварительные данные показывают, что основную часть этой 
фракции составляют липиды. Под действием липоидо-белковой фрак-
ции окислительное фосфорилирование митохондрий мозга куриного эм-
бриона глубоко разобщается. Такое же влияние она оказывает и на ми­
тохондрии мозга кроликов и белых крыс (зрелые животные). При уча-
стии этой фракции интенсивно активизируется АТФ-аза как митохонд-
рий мозга куриного эмбриона, так и митохондрий мозга кроликов и 
белых крыс.
Институт биохимии

АН АрыССР Поступило 14.VII 1965 г.
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ՀԱՎԻ ՍԱՂՄԻ ԼՅԱՐԴԻՑ ԱՆՋԱՏՎԱԾ ԼԻՊՈԻԴՈ-ՍՊԻՏԱԿՈՒՑԱՅԻՆ 
ՖՐԱԿՑԻԱՅԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ՈՒՎԵՂԻ ՄԻՏՈՔՈՆԴՐԻԱՆԵՐԻ 

ՕՔՍԻԴԱՑԻՈՆ ՖՈՍՖՈՐԻԼԱՑՄԱՆ ՎՐԱ

Ամփոփում

Հավի սաղմի ՍԱ1ՐդՒ ^ու^ոզենատր 0—3 ֊ի պայմաններում մ ենչև ԺՕՕՕ^Օ 
արադո։թյամբ ցենտրիֆուղելիս մենք անջատել ենք մի լիպոիդո -սպիտակու- 
9այՒ^ ֆրակցիա։ Այդ ֆրակցիան սաղմի լյարդում երևան է դալիս էմրրիոնաւ
զարդացման պտղային շրջանի երկրորդ կեսից, այսինքն' 16—^7֊րդ օրից, 
և սկսում Լ շատանալ 18— 21֊րդ օրր. այն պահպանվում է նաև ճսւի դուրս դա֊
լուց հետո մինչև նրա 4— 5 օրական հասակր, ա յնուհե ս։ և աս տի ճան ար ար պա
կասում Հ և մեկից֊ մեկուկես ամսական ճտերի մոտ իսպառ վերանում։ Այղ 
ֆրակցիայի քիմիական կազմի ուսումնասիրությունը ցույց տվեց, որ նրա 
74 >5%֊/7 կազմում են լիպիդներր, իսկ 25,4 (>/0 ֊ր' սպիտակուցներ և սպ իտ ակու- 
դաս մ ան նյութ եր։ Էի պ ո ի դո - ս պ ի տ ա կ ոլց ա յին ֆրակցիա յի ազդեցության տակ 
հա։էի սաղմի, ինչպես նաև մեկ օրական ճտերի ուղեղի մ ի տ ո ք ոն դրի ան ե րի օր՜ 
ս ի դա ց իոն ֆոսֆորիլացումր ճե դքվում է' էսթ երիֆիկացված ֆոսֆատի քանակր 
պակասում է, իսկ շնչաոոլթ յունր ուժեղանում։ Այդ ֆ ր ա կ ց ի ա յ ի համանման 
ազդեցություն դիտվում է նաև ճաղարների ու սպիտակ առնետների (հասուն 
կենդանիների) ուղեղի մ ի տ ոք ոն ղր ի ան ե ր ում ։ Էի պ ո ի ղ ո ֊ ս սլ ի տա կ ո ւց ա յ ին ֆրակ­

ցիայի մասնակցությամբ ինտենսիվ ակտիվանում է ինչպես հավի սաղմի և մեկ 
օրական ճտերի, այնպես էլ ճաղարների և սպիտակ առնետների ուղեղի մի- 
տ ո քոն դրի ան և րի ա դեն ո զին տ րիֆ ո սֆ ա տ ա զան ։
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