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ВЛИЯНИЕ НЕКОТОРЫХ ФАКТОРОВ НА ФЕРМЕНТАТИВНУЮ* 
АКТИВНОСТЬ севанской храмули

Нашими предыдущими исследованиями [1. 2] было показано, чяя 
щелочная п кислая фосфатазы печени и почек белых крыс и кроликом 
имеют неодинаковое отношение к гермоденатурации. Щелочная фосфад 
газа печени и почек кроликов более, термостабильна, а у белых крыс 
она термостабильнее кислой фосфатазы. Одновременно выяснилось, что 
амилазы, имеющие разное происхождение, также неодинаково относят
ся к термоденатурации (3).

Целью настоящей работы было выяснить: 1) изменение активно։ы 
щелочной фосфатазы, пирофосфатазы и амилазы у хладнокровных жн* 
иотных (рыб) при различных температурных режимах: 2) изменение ак
тивности щелочной фосфатазы под влиянием адреналина и серотоншш

Проведенные в этом направлении исследования показали, что адрг 
пали։՛ в концентрации 10 ՛' М подавляет активность щелочной фосфа
тазы печени кроликов, а его малые количества ЦО 4— 10՜5 М) поп* 
тают активность этого фермента в почках и тонких кишках белых кртд. 
почках цыплят, почках и печени кроликов. Адреналин не проявляет ага 
тивируюшего действия на деятельность щелочной фосфатазы печей! 
цыпленка, печени и почек лягушек, а серотонин повышает активности 
щелочной фосфатазы почек и тонких кишок белых крыс, почек кроликов, 
а также почек и печени цыплят и не стимулирует активность фермента 
почек и печени лягушек [4]

Материалом для наших исследований служили севанские храму.ы 
(когак). Печень рыб использовали для определения щелочной фосфат;-,-՛ 
зы п пирофосфатазы, а желчь—для определения активности амилазЩ 
Пробы печени и желчи брали у декаинтнрованных рыб в холодных усло-1 
виях. Щелочную фосфатазу определяли по методу Боданского [5], а ։։•.••! 
органический фосфор Ловри и Лопеса [6]. Активность амилазы опрв 
делили по метод) Смитта и Роя [7].

Для определения щелочной фосфатазы гомогенат печени разбеля
ли 1 10 и для каждой пробы брали по одному мл, прибавляя субстрат^ 
приготовленный на мединаловом буфере, pH=9,6. Реакционную смесь 
инкубировали при разных температурах (17. 27, 37 и -17°С) в теченм 
одного часа. Подобное увеличение температуры инкубации на 10° пре
следовало цель вынести температурный коэффициент—(^ю. Активность 
фермента считали по количеству неорганического фосфора, отшепнвшй! 
гося от 3-глицерофосфата Ха в мг на один г свежей ткани.
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Т а блица I
Влияние температуры на активность щелочной фосфатазы ■ печени рыбы храмули

Инкубация п течение чзса при температуре

Вт- 0.» 27> 37- 0н> 4Г

•> *>50 1.5 3.750 1.6 6.187 1.05 6,500
3.750 1.4 5..50о 1.2 6.625 1.07 7,125
2.750 1.8 5. 000 1.5 7.500 1,06 8,000
1.500 2.1 3.250 1.4 4.750 1,07 5,000

■> 250 1.6 3,750 0.7 3.000 2.08 6,250
1,500 2 3,000 1.5 4.750 1.3 6,250

1.7 1.3 1.2

Инкубации в течение часа пил 
влиянием при гемпера-туре

17 Р;0 27 9 к. 37 У10 •1՜

3,125 1.3 4.125 1.6 6.500 1,1 7.250
4,875 0.9 4,750 1.5 7.125 1.0 7.375
2,500 2.0 5,000 1.5 7,750 1.2 9.750
1.500 2.0 3,000 1.7 5.250 1.1 6,000
2,500 1.8 4.500 О.7 3,000 2.2 6.750
1.501 2,0 3.000 1.5 4.500 1.4 6.250

• 1.66 1.4

Для определения неорганической пирофосфатазы, гомогенат печени 
готовили на 0,02 М мединаловом буфере с разбавлением I : К), из кото
рого брали по 1 мл; 4 мл 0,01 М медивал НО буфера pH 7,2; I мл 
0,01 М Ма4РгО; субстрата и 1 мл 0,01 М М£С12 в качестве активатора. 
Активность фермента определяли по методу .'1, А. Геппеля [8]. До до
бавления субстрата пробы с гомогенатами разделили на 3 группы: пер
вую группу оставляли в качестве контроля, вторую группу проб нагре
вали 10 мин. при температуре 50’С, третью группу проб нагревали 
10 мин при 60°С. После ох |аждения добавляли субстрат и все пробы 
инкубировали при 37°С в течение одного часа. Все опыты ставили с ак
тиватором и без активатора (М$ ).

Исследования показали, что активность щелочной фосфатазы пече
ни севанской храмули повышается параллельно с повышением темпера
туры инкубации: если при 17°С активность фермента колеблется в пре
делах 1.5 -3.7 мг. то при 47 'С. она составляет 5—8 мг.

Исходя из данных таблицы, можно отметить, что щелочная фосфа
таза печени севанских хрямуль термостабнлъпа. Возникает вопрос, ка
кое физиологическое значение имеет термостабильность фермента, по
скольку температура окружающей среды севанской храмули не превы
шает 18’С. С повышением температуры инкубации активность фермента 
повышается, но температурный коэффициент падает. Если при 17—27 С 
ъ.-мпсратурны։: коэффициент равен 1,7, то в инкубированных пробах 
при 37—47сС—1.1. Следовательно, щелочную фосфатазу печени севан
ской храмули нельзя рассматривать как термослабильный фермент, по
скольку она с 27°С подвергается частичной денатурации

Исследованиями также выяснилось, что печень севанской храмули 
Обладает пирофосфатазной активностью. Активность пирофосфатазы 
без активатора (Мк ) в опытах, инкубированных при 37 С. колеблется 
в пределах от 0.7—1 мг Р па 1 г свежей ткани Пол влиянием актива го
ра активность фермента заметно повышается, составляя 3.3 4 мг Р

Реагирование пирофосфатазы севанской храмули к температурной 
инактивации протекает следующим образом. При предварительном па- 
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гревании гомогената при 50, 60’С и инкубировании в течение одного 
часа при 37°С во всех опытах замечается резкое подавление активности 
фермента. Подобное снижение наблюдается в опытах с активатором и 
без активатора,

Таблица 2
Изменение активности неорганической пирофосфатазы печени севанской храму.1։։։, 

инкубация 60 мин.

11пка а тели Инкубация без MgClj Сред, 
ариф.

% 
соот.

Инкубация с MgCk Сред, 
ариф. COOT.

Норма 37° 1.0 <1.8 0.7 п.9 1.0 0.88 1<х> 1.0 3,4 2,8 3.5 3,9 3,5 100
10 мнн. 50 О.5 0.4 0,3 О.4 0,4 0.40 45 1.9 1,7 1.3 1.7 2,0 1.7 48,2
10 мни. 60 О.2 0.1 0,1 0.2 0.2 0.16 18 0.8 0,7 0,5 0.7 0.4 0.6 17

Как видно из табл. 2. в пробах с 10-минутным нагреванием при 50°С 
активность фермента снижается вдвое. Это говорит о том, что пирофос
фатаза печени рыб термолабильна.

Зависимость активности амилазы желчи севанской храмули от ча
стичной термоденатурации. Для каждого опыта брали по 3—4 рыбы 
весом в 500 г. После декапитации быстро извлекали желчный пузырь. 
Полученную желчь разбавляли дистиллированной водой в соотношении 
1:10. Разбавленную желчь разделили на четыре серии проб. Первая 
серия служила контролем, т. е. она не подвергалась частичной термо- 
денатурации. Желчь второй, третьей и четвертой серий проб нагревали 
в течение 10 мин. соответственно при 40, 50 и 60°С. После охлаждения 
инкубировали при 26СС в течение 30 минут. Реакционная смесь состояла 
из I мл разбавленной желчи, 5 мл 1,2% раствора крахмала, 1 мл 0,5 М 
Х:аС1-активатора, рН== 7.2.

Таблица 3 
Лктинноси. амилазы желчи севанской храмули 

от частичной термоинакпшацин

Серия

Инкубация 
в течение 
30 мин.

Инактивация 10 мин, при

26’ 40» 50: 60֊

1 40 15 10 2
2 36 15 4 0.0
3 38 7 3 0.0
4 32 7 2 0.2
5 38 12 3 0.2

Средн, ариф. 36 1! 4 0.1

Результаты опытов, приведенных в табл. 3. показывают, что ами
лазная активность желчи при 2бсС без частичной термоденатурации до
статочно высокая. В то же время активность проб, подвергшихся нагре
ванию в течение 10 мин. при 40сС, была почти втрое, при 50°С почти в 
6 раз и при 60'С примерно в 15 раз ниже контрольной. С повышением 
температуры активность фермента резко подавляется, т. е. фермент под
вергается денатурации. Если полученные результаты сравнить с нашими,
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Т .1 6.1 II II л I

Концентрация Печен ь К Н III К II М о з г

7-10 1.494 3,350 1.Е0О 8.700 3.861

Л

03

л Р

2,000

е и

0,500

Л .1 Н II 

0.600՝( -
1.030 71 1.200 0,420 0.625 0,715 75

5 10 * 1.660 3,600 2,<хм» б, 700 3,491 84 2.400 0.4(0 0.700 2.20) 1.430 98 1.350 0.420 0.525 0.765 81

3 10 * 1,491 4.050 2,000 8,300 3.981 96 2. (ХЮ 0,101 1,000 2.200 1.325 91 1.575 0,525 0.525 0.875 93

110 1 1,411 4.250 2,000 7,800 3.865 93 2,000 0,100 1.200 2,200 1.375 95 1,725 0.490 0.560 0.925 98
. 0.5’10“* 1.162 4.200 2.3<м> 8, КХ» 3.94( 95 1.800 0. ЮС 1.200 2. но 1.3(К» 89 1.875 0.455 0.560 0.963 102

Норна 0,996 4.500 2.300 8,700 4,124 1оо 2. 000 0.601
1.200* 2 .ОСО

1.450 100 1.800 0.455 0.560 0.938 100

5 кг*
2.158՛ 2.700՛

1.900 5,100 2.904

(
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1» ъ

1.400

т о

0,300

II II II

О.5Оо| 0.733
55 1.3Й 0.455 0.385 0,730 71

3 10՜* 2.656 3.050 2.200 7.200 3.926 97 1.800 0.300 11,600 0.900 67 1.354» 0.560 0.385 0,765 83

1 • 10՜* 2.573
4.100՛

2.201» 8,000 3.968 08 3,400 0.500 0.800 1.566 117 1.575 0.525 С. 595 0.898 98

0.5-10-* 2.573 4,450 2.450 8,400 4.168 НО 2,200 0,7(И1 1.100 1.333 —. 100 1.875 0-490 0.595 0.946 103

0.1 10 * 1.494 4,400 2.500 8.400 ■1,198 104 1.600 0,700 1.200 1.166 87 1,800 0.455 0.560 0.938 102

Норил 1,328 4,4'П 2,400 Н,000 ; ՛՛ > 101) 2.200 О.боо
1.20()| 1.333

— 1С0 1,725 0.455 0.560 0.913 КХ)
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ранее полученными, данными [3], то не трудно заметить, что амилазы 
разных происхождений имеют неодинаковое отношение к температурной 
денатурации. Лами также было показано, что амилаза желчи овны тер- 
мо.дабильнее амилазы слюны человека, если амилаза слюны свою мак
симальную активность проявляла при 10, 50°С, то а тех же условиях 
амилаза желчи овны теряла две трети части активности, а при 00° пол
ностью подвергалась инактивации. Различие в амилазах у хладнокров
ных животных (рыб) более наглядно. По сравнению с амилазой слюны 
человека и овцы амилаза желчи рыб термостабнлыгёе. Из приведенных 
данных следует, что существует видовое отличие амилаз, так как они 
имеют четкую избирательность т отношению к температурной денату
рации.

Другая серия опытов была поставлена в печени, мозгу и тонких 
кишках. В указанных опытах определяли щелочную фосфатазу под влия
нием адреналина и серотонина. Брали следующие концентрации адре
налина 7-10 1 - 0,5-10 ' М, а серотонин 5-Ю՜1—10я А\. Исследо
вания показали, что все взятые концентрации адреналина не только не 
активируют щелочную фосфатазу печени, мозга и тонких кишок, а. на
оборот. имеют тенденцию к подавлению активности. Аналогичные дан
ные были получены под влиянием серотонина. Большие концентрации 
серотонина 5-10 3-10 4 М заметно понижает активность щелочной
фосфатазы, а малые концентрации никакого влияния на активность 
фермента не оказывают.

Полученные данные приводят к мысли, что адреналин и серотон.чн 
нс являются универсальными активаторами для щелочной фосфатазы 
одних п тех же органов разных видов животных: если \ сокостоящих 
животных, как, например, кроликов, крыс а цыплят, имеют активирую
щее действие относительно щелочной фосфатазы печени и почек, то у 
пи.чкостоящих животных лягушек, рыб проявляют подавляющее :ей- 
ствие.

Выводы

1. С. повышением температуры инкубации активность (мелочной фос
фатазы печени севанской храмули повышается, а температурный коэф
фициент. наоборот, снижается.

2. Пирофосфатаза печени севанской храмули является термолабиль
ным ферментом.

3. Амилаза желчи проявляет максимальную активность при 26 С. с 
повышением температуры фермент при -10°. 50°С частично денатурирует
ся. а при 60°С полностью инактивируется.

4. Малые концентрации адреналина и серотонина не влияют на ак
тивность щелочной фосфатазы, и большие концентрации имеют тенден
цию к подавлению активности.
11нсгигуI биохимии 

АН АрмССР Поступило 12..Х 1965 г.
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Դ. 1\ ԱԴ11ՒՆԱ. |„ •!.. ||Ա('Դ113Ան

ՄԻ ՔԱՆԻ ԳՈՐԾՈՆՆԵՐԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ՍԵՎԱՆԱ 1.ՀԻ ԿՈՂԱԿ ԱԿԱՆ 
$ԻՐ1Ո;ՆՏԱՏԻՎ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՛ԷՐԱ.

II. մ փ ո փ и է մ

11ւսէւէմնասիւ։ոէթ ւուններր կ ատ ա րվ Լ / են Սևանա /Հի կոդակ Al/ան վրա։
Որոշվել / յյսւրդի հիմնային ֆոսֆատավորի, սէնորղանտկ ան պիրոֆոս- 

ֆատտդտjji հ {եղա ամ Jtրոդայի ակտիվով)յան i/ini/iitftinill  յան կէսխրէմր մաս

նակի ջերմ ային ին ա կ տ /։ վա էյ ի այ իչ/, ինչպես Նաև ադրենալինի tn սերոտսնինի 

ազդերով} յունր կոդակ ձկան Ս,',{>դի՝ 1,1 '' I'Ւ ՝и ոէպեղի Հիմնային ֆոսֆսւ- 
տա վայ ft ակտիվով) յան վրա՝.

Պարդվել Լ, որ կոդտկ ձկան //։«/"//' հիմնային ֆոսֆատադան ինկէէէրու 

էյիէէն ջերմ աստիճանի [/՜. Հ*?. 37. 77} բարձրացման !եա միաժամանակ ջեր
մային դործսւկ/ւրր Q 10 նվազում Է: Գործակիցր իր ամևնամ եծ էսրմեբն ստա

նամ Լ It—27 -Ji դե и/ ր и 1 ti :

Կոդակ ձկան քյուրդի անօրզանական պիրրրֆաւֆատադայի ւմկաիէքոէիjttuip 
fu ft и tn րնկճվոէմ Լ, երր նախապես Հոմոդենաար 10 րոպե JO -tnif ենքհսրկվսԼմ 

է, ջերէէային մշակման, իսկ 60-ի դեպքում ֆերմենար են fl ա ր կ վ111 մ է քրնակսէ/ւ- 

վ“4)1էԱ4Ւ1
Լեէքէէւ ամխաէքան մեծ ч> l/iti Jt վ ո t ք} յան Լ yittյյարերսէէ7 ջերմ "էյին 'մշակված 

նմ ուշնե րամ (2(> ), իսկ ե/ւր 10 րազե աա րէււրվամ Լ -Ю -ամ հ ապա ինկայ՝սւր- 
վում 26'3-Ոէէք, ֆերմենար կորյյնամ Լ իր սկղրնական ակտիվս ւ/1յան ր/»:

//իամւււմտնակ պարզվել Լ, ււր ադրենալինի ե սերսասնինի տարրեր րա- 

նակներր չեն ակսէիվ առնում կոդակ ձկան լյա/ւդի Հիմնային ֆո սֆտտ ուզան, 
սրր դրանով իսկ in արրերվու մ Լ մեր նէսիէկին >ո>խատսէք1 յան մեջ |7] ուււում- 

նասի/ւված սպիտակ աոնետի ա ճադարի Հիմնային ֆ>։սֆատաղանևրիէր
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