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Приведены возможные механизмы регуляции активности щелочной фосфатазы по- 
ек и слизистой оболочки тонких кишок белых крыс адреналином и аскорбиновой кис

лотой. Без воздействия укаданными соединениями ферментативная активность гомоге
натов тканей выявляется не полностью. По-видимому, под действием адреналина и ас
корбиновой кислоты фермент переходит в актив чую форму. Часть его, возможно, нахо
дится в неактивной форме, так как цинк в его активном центре связан с 811-группами. 
При воздействии на фермент тиоловых ядов из активного центра удаляются 811-груи- 
пы, и, таким образом, активность щелочной фосфатазы удваивается, а иногда и. 
утраивается.

Полученные данные дают нам основание предположить, что в регулировании актив
ности щелочной фосфатазы важную роль играют адреналин и аскорбиновая кислота.

Характерное для обмена веществ сочетание гибкости и устойчи
вости реализуется на уровне клетки гонкой координацией скоростей 
многочисленных ферментативных реакций. Этому способствует то об- 
стоятельство, что многие ферменты не проявляют в обычных условиях 
всей своей каталитической мощи [6, 7] и что активность фермента способ
на колебаться в широких пределах в зависимости от функционального 
состояния организма.

I ак, из работ Драбкина и Марша [12] известно, что при выражен
ном аллоксановом диабете активность щелочной фосфатазы в несколь
ко раз увеличивается. Авторы этот эффект объясняют доминированием 
адреналовой системы над инсулярной. Изучением прямого действия ад
реналина на щелочную фосфатазу занимался Андерсен [10]. Он выяснил, 
что при добавлении в среду адреналина в концентрации 0,2—0,5 М рез
ко подавляется активность этого фермента.

Нашими работами было показано, что большие дозы адреналина, в 
количестве 0,2—0,5 М, действительно подавляют активность фермента, 
тогда как сравнительно малые его дозы (3-10 1 М), наоборот, резко 
повышают ее [3, 4]. Однако механизм действия адреналина на актив
ность щелочной фосфатазы остается все еще не раскрытым. Поэтому в 
пашу задачу входило исследовать влияние различных концентраций ад
реналина, аскорбиновой кислоты и июноз магния на активность щелоч
ной фосфатазы почек белых крыс; влияние цистеина и цинка на актив-
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иС'Сть щелочной фосфатазы, влияние тиоловых реагентов на активность 
щелочной фосфатазы.

Перечисленные реагенты избраны нами для выяснения механизма 
активации фермента адреналином.

Методика. Опыты ставились на почках и слизистой оболочке тонких кишок белых 
крыс висом 80—100 г. Активность щелочной фосфа!азы определялась в гомогенатах 
тканей по методике, описанной в наших предыдущих работах [1, 2]. На фоне контроль
ных опытов изучалось влияние адреналина, аскорбиновой кислоты, цинка, меди, цистеи
на, цистина, пара-хлормеркурибензоата, монойодуксуст/ой кислоты и магния на актив
ность щелочной фосфатазы.

Активность фермента рассчитывали по количеству отщепившегося от р-глицеро 
фосфата неорганического фосфора в мг на 1 г сырого веса ткани в течение 15- или 
.30- м и н у тн о й и н ку ба ци и. V *

Экспериментальная часть. На рис. 1 приводятся данные, ка
сающиеся совместного и раздельного влияния адреналина, аскорбино 
вой кислоты и магния на активность щелочной фосфатазы почек белых

Почки

Рис. 1. Норма, II -М^С12 5-10 -ЗМ, 111 аскорбиновая кислота+А^С12, 
IV аскорбиновая кислота 3-10 V аскорбиновая кислотаЧ-адрена- 
лнн, VI—аскорбиновая к-та4-адреналин4-Л1цС12, VII адреналин 3-10~4М, 

VI11—адреналин + М^С12.

крыс. Эти данные представляют собой средние величины десяти опытов, 
где активность фермента в норме колеблется в пределах 3,5—7,25 мг 
Р/г ткани, средней величиной является 5,3 мг Р/г ткани. Под влиянием 
адреналина активность фермента достигает 11,45 мг, что вдвое превы-
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шасг норму. Под влиянием ионов магния она увеличивается по сравне
нию с нормой лишь на 20—25%. Совместное воздействие магния и адре
налина превосходит сумму эффектов» вызываемых адреналином и маг
нием в отдельности, достигая 13,75 мг. Эют факт, по-видимому, отража
ет различный характер активации нонами магния и адреналином. Ас
корбиновая кислота повышает активности щелочной фосфатазы на КО %. 
Подобные данные получены и Китаямой [13]. Одновременное использо
вание двух активаторов (аскорбиновая кислота, адреналин) повышает 
активность фермента также почти в два раза. При одновременном до
бавлении к реакционной смеси адреналина, аскорбиновой кислоты и 
магния наблюдается повышение ферментативной активности также в 
тва раза. Наилучший активирующий эффект оказывает комбинация ад
реналина и магния, самый же слабый эффект получен при действии маг
ния. Промежуточное положение по силе воздействия занимает аскорби
новая кислота. . ; , д Ат

Время в часах
Рис. 2. I—Норма, II—Адреналин 3-10-4М, III—MgCl2 5-10-ЗМ, IV— 

Адреналин+ MgCl2.

В следующей серии наших опытов (рис. 2) изучалась активность- 
щелочной фосфатазы в условиях добавления адреналина к свежему л 
хранившемуся (24, 48, 72 час.) гомогенату.

Предварительные опыты показали, что аскорбиновая кислота п ад
реналин значительно отличаются по силе своего воздействия на актив
ность щелочной фосфатазы свежего и хранившегося в течение 2—3 час. 
на холоду (2°С) гомогената.

Из литературных данных известно, что целостные клетки и свежий 
гомогенат [11] не проявляют ферментативную активность в полную 
мощь. Если гомогенат хранился (24 час ) при температуре в пределах 
2°, активность щелочной фосфатазы в нем увеличивалась в 2—3 раза [2].

Нами исследовалось влияние адреналина на активность фермента 
иа фоне старения гомогената. Если в свежем гомогенате почек крыс ад-
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рспалин активирует щелочную фосфатазу в 2—3 раза, то со старением его 
это влияние ослабевает, сводясь к нулю спустя 48—72 часа. Таким об-иразом, механизм активирующего действия адреналина на щелочную 
фосфатазу кажется загадочным. Непонятно, каким образом адреналин 
активирует щелочную фосфатазу свежих гомогенатов, не влияя в то же 
время на активность фермента в состарившемся гомогенате.

Анализируя данные, приведенные на рис. 2, в котором суммирова
ны результаты 6 опытов, нетрудно заметить, что в свежем гомогенате 
проявляется лишь 1/5 часть общей ферментативной активности, а в хра
нившемся в течение 72 час. гомогенате активность фермента проявляет
ся в полной мере. На этом фоне адреналин не оказывает активирующего 
воздействия на фермент. Отсюда следует, что адреналин действует на ту 
часть его, которая находится в неактивном состоянии. Он способствует 
переходу неактивных молекул фермента в активные формы. Этот про
цесс может протекать и без наличия какого-либо реагента, но требует 
гораздо большего времени. Так, при хранении гомогената в стерильных 
условиях на холоду (±2°) происходит медленная активация фермента.

9

В результате сопутствующих окислительно-восстановительных процес
сов высвобождается «замаскированная» (неактивная) часть молекул 
его.

Нам кажется неубедительным объяснение повышения активности 
фермента в хранящемся гомогенате простой экстракцией щелочной фос
фатазы из структурных клеточных элементов в окружающую среду. 
По-видимому, фермент блокируется низкомолекулярными соединения 
ми. Однако остается невыясненным, какие именно соединения, связы
вающие активный центр фермента, столь быстро высвобождаются под 
действием катехоламннов. Возможно, что этим оксидо-редуцирующим 
веществом является цистеин.

Согласно данным литературы, щелочная фосфатаза относится 
к тиоловым ферментам [8, 9, 16]. Известно также, что между цинком и 
$11 -труп на ми существует высокое сродство, осуществляемое координа
ционной связью [5, 12]. Это послужило основанием для изучения дей
ствия различных концентраций цинка п цистеина на активность ще
лочной фосфатазы.

Постановка вопроса заключалась в том, что если щелочная фосфа- 
газа действительно является тиоловым ферментом, то соответствующие 
концентрации цистеина должны были повысить в той или иной мере ак- 
пивность этого фермента. Далее, если цинк является составной частью 
активного центра фермента, то совместное действие его и цистеина на 
увеличение активности щелочной фосфатазы должно было быть очевид
ным. Этим вопросам была посвящена следующая серия опытов. Иссле- 
товала-сь активность щелочной фосфата ։ы почек белых крыс в норме, 
которая составляла в среднем 6,06 мг для пяти опытов, и при добавле
нии различных концентраций реагентов (рис. 3).

Установлено, что цинк в концентрации 10 6 М почти в два раза по
та вляст ферментативную активность, а при 10 4 М она остается почти
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неизменной. С понижением концентрации в реакционной смеси актив
ность фермента значительно повышается, в частности при 10 5 М— 
в [вое. Бимодальный характер действия цинка объясняется тем, что в 
высоких копией грациях (10 3 М), соединяясь с белком-ферментом, он 
образует хелаты, по-видпмому, снижающие его рас твори мост ь и приво
дящие к падению его активности. Небольшие же концентрации этого .ка
тиона восполняют потребность в нем активного центра фермента и в ко
нечном итоге повышают активность щелочной фосфатазы.

Добавленные конченграции peaiенгов 
Рис. 3.

Рис. 3. I- Норма, II—Цистеин 10՜՝ 
10 -*М, V—Цистеин 10֊ 5 М, VI- 

Цинк 10

Почки

Концентрация в молях 
Рис. 4.

М, ill-Цинк 10 ЗДО, IV—Цистеин 
Цинк 10 5 М, VII—Цистеин 10~з + 
֊ 5 М.

Рис. 4. 1—Цистеин, II—Цинк, 111—Цистеин4-Цинк.

Цистеин во всех взятых концентрациях, от 10 3 до 10՜6 М, подав
ляет активность фермента. При этом с повышением концентрации его 
соответственно увеличивается и ингибирующий эффект его. Концентрации 
10 ” ֊ 10 7 М нс оказывают никакого влияния на активность щелоч
ной фосфатазы.

Как указывалось выше, щелочная фосфатаза рассматривается как 
тиоловый фермент [9]. Поэтому надо полагать, что хотя бы одна из ис
пользованных концентраций цистеина должна была повысить актив
ность этого фермента. Выяснилось, что цистеин нс только не активирует., 
но и, наоборот, резко подавляет ферментативную активность. Следова
тельно, можно усомниться в том, что щелочная фосфатаза является 
классическим тиоловым [ерментом.

Цинк и цистеин в концентрациях 10 3 М, каждый в отдельности, 
понижают активность почечной фосфатазы в два раза (рис. 4). В то же
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время при одновременном воздействии обоих реагентов в указанной 
концентрации падение активности бывает гораздо меньшим (менее, чем 
действие любого отдельно взятого реагента). При одновременном воз
действии их в концентрации 10 4 М наблюдалось увеличение активности 
фермента в два раза. Такой же эффект отмечается при совместном дей
ствии тех же реагентов в концентрации 10՜6 М. По-видимому, при одно
временном использовании цинка и цистеина в концентрации И ։ М 
цинк связывается в своей значительной части с цистеином, в результате 
чего концентрация его снижается от тормозящей до активирующей зо
ны. Одновременно падение количества цистеина также снижает его ин
гибирующий эффект. Можно заключить, ьто между цинком и цистеином 
имеется определенное сродство. Не исключено, что благодаря такому 
взаимодействию между цистеином и цинком осуществляется регуляция 
ферментативной активнссти как in vivo, так и in vitro.

Почки

Свежий Храненный
гомогенат гомогенат

Рис. 5. 1—Норма, II—Цистин К) М, III—Монойодуксусная кислота 
IO՜2 М, lV—Пара-хлормеркурибензоат 10 '3М

В следующей серии опытов мы изучали изменение активности ще
лочной фосфатазы ночек под влиянием тиоловых реагентов. К инкуба
ционной среде добавлялись нейтрализованная моноподуксусная кислота 
в концентрации 10՜2, 10-1 М и п-ХМБ в концентрации 10 М, приго
товленный па мед ина ловом буфере pH 9,С. Кроме тиоловых реагентов, 
использовался также цистин в концентрации) 10 13 М. Данные этой серин 
опытов приведены на рис. 5, из которого следует, что активность фер
мента в норме при 15-мннутной инкубации колеблется в пределах 1,23— 
3,0 мг Р/г свежей ткани (среднее 2,33 мг). В присутствии 10 3 М 
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п-ХМБ ока повышается в 5,5 раза, а 10 2 М монойодуксусной кислоты— 
в 5 раз.

Приведенные данные говорят о том, что щелочная фосфатаза,, 
по-видимому, содержит БН-группы, но они. блокируя Хп ’ активного 
центра фермента, тормозят его активность. Цистин может вступать во՛ 
взаимодействие с БН-грунпамп [15], отрывая их от молекулы фермента 
(обменная реакция) и тем самым повышая его активность.

Интересны результаты, полученные при взаимодействии тиоловых 
реагентов с щелочной фосфатазой гомогенатов, хранившихся в течение 
24 час. в холодных условиях. Как видно из рис. 5, активность фермента 
в хранившемся гомогенате в 5 раз превышает ферментативную актив
ность свежего гомогената. Цистин, монойодуксусная кислота и п-ХМБ՝ 
почти не оказывают влияния на ферментативную активность хранивше
гося гомогената.

Ночки

Добавленные концентрации мели
Рис. 6. I—Свежий гомогенат, 11—Храненный гомогенат.

Из >тих данных становится ясным, что, действительно, п-ХМБ и мо- 
нойодуксусная кислота блокируют БН-группы, связанные с 7п+ ак
тивного центра фермента в свежем гомогенате, повышая активность ще
лочной фосфатазы. В хранившемся 24 час. гомогенате в присутствии 
указанных реагентов активации фермента не происходит, так как БН- 
группы, связанные с цинком, успевают подвергнуться «аутоокислениюз 
'8], что приводит к полному высвобождению фермента. В результате 
зтого происходи । повышение суммарной активности фермента. На этом 
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фоне тиоловые реагенты, естественно, уже не могут оказать какого-ли
бо существенного воздействия на ферментативную активность.

Из литературы известно, что Си4, Си + + имеют высокое сродстве
с ЗН-группами [14]. Между ними происходит взаимодействие, вследствие
которого ЗН-группы окисляются, и фермент освобождается от присоеди»1

ненных координационными связями 311-групп.
В этом аспекте мы попытались выявить взаимосвязь между концен

трацией ионов меди и активностью ••рермепта, определить влияние ионов
меди на щелочную фосфатазу в свежем ч хранившемся гомогенатах.

Концентрация меди в реакционной среде составляла 10՜2 — 10 ~4 М.
Опыты проводились на свежих и хранившихся в течение 24 час. гомоге
натах почек белых крыс, подвергавшихся инкубированию в течение 
15 М-И1Н при температуре 37°С. Результаты опытов приведены н-а рис. 6.

Поны меди в различных концентрациях по-разному влияли на ак
тивность щелочной фосфатазы в свежих и хранившихся гомогенатах. В 
свежем гомогенате медь в концентрации 10 2 М повышает активность 
фермента в 2,5 раза, а в концентрации 10 _ 3 и 10 ~4 М — в 4 раза, в хра
нившемся же 24 час. гомогенате ионы меди в концентрации 10 2 М по
давляют ее на 60%, при концентрациях !0՜3, 10 ~4 М изменений в этом 
отношении не происходит.

В следующей серии «опытов подавлялась активность щелочной фос
фатазы почек крыс цистеином, и затем эфц»ект последней? снимался иона
ми меди (рис. 7). Выяснилось, что цистеин (10՜3 М) подавляет актив-
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Рис. 7. I—Норма, II—Сц8О4 10~3 М, Ш—Цистеин 10~3М, IV—Цистеин 
10-8 + СиЗО4 Ю-ЗМ.

ность фермента более чем в два раза, а Си ++ в концентрации 10 ~3 М 
активирует его в 3,5 раза. Совместное действие указанных концентраций
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цистеина <и меди повышает активность щелочной фосфатазы <в 4,5 раза, 
что примерно соответствует эффекту только ионов меди. Этот факт гово
рит о юм, что медь полностью снимает ингибирующее действие цистеина. 
Следовательно, механизм активации фермента ионами меди действи
тельно протекает путем связывания БН групп.

Ранние наши исследования выявили заметное повышение актив
ности щелочной фосфатазы при пятидесятиградусном нагревании почеч
ных гомогенатов крыс в течение 10 мин. Этот эффект в свое время нс 
был объяснен достаточно убедительно [1]. Однако в последующих экспе
риментах этот вопрос получил соответствующую интерпретацию. Нас 
заинтересовала реакция фермента из на!ретого гомогената на добавле
ние тиоловых реагентов (п-ХМБ, монойодуксусная кислота), а также 
цистеина, цинка, цистина в аспекте ее сравнения с ненагретым гомогена
том. Как видно из рис. 8, при 10-минутном нагревании почечного гомоге-
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Рис. 8. 1—Норма, И—Цистеин 10֊3 М, 111—Монойодуксусная к-та 10--М, 
IV—п-ХМБ 10-ЗМ, V—Цистин 10֊2 М, VI—Цинк 10-5М, VII—Цинк

10֊ ‘ М.

на!а белых крыс при 50' активность фермента значительно повышает
ся. При добавлении к нему цистеина (10 М) она заметно понижается 
и в нагретом и в контрольном вариантах. Монойодуксусная кислота 
(Ю՜2 М) активирует оба гомогената, отнакс ненагретый в большей 
степени. П-ХМБ (10 3 М) и цистин (10՜2 М) повышают активность 
фермента в обоих гомогенатах равнозначно. Однако повышение фер
ментативной активности также значительнее в ненагретом гомогенате, 
чем в нагретом. Цинк в концентрации 10*3 М понижает активность в 
гермообработанном гомогенате ч несколько повышает в гомогенате без 
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термообработки. Повышение активности щелочной фосфатазы в резуль-
гате термообработки гомогенатов почек крыс (50°С, 10 мин) каки в слу
чае хранения его, мы склонны объяснить окислением 8Н-групп, связы
вающих в обычных условиях активный центр фермента.

Известно, что эффективным тиоловым реагентом 
кадмий. В последней серии опытов мы изучали влияние 
граций его (10 2 —10՜’* М) на активность щелочной

также является
разных концеи-
фосфатазы по-

чек и слизистой оболочки тонких кишок белых крыс (рис. 9). При веден -

Добавленные концентрации 
кадмия

Рис. 9. I слизистая оболочка гонких кишок, И почки.

ные данные показывают, что большие концентрации кадмия (10 1 М) 
не оказывают влияния на активность фермента почек, однако уже 
10 3 М резко повышает ее как в почках, так и в слизистой оболочке 
тонких кишок. При понижении концентрации реагента активность фер
мента постепенно снижается, нс доходя до нормы в обеих тканях. В то 
же время кадмий в концентрации 10՜6 М не изменяет активности фер
мента почек, тогда как в слизистой оболочке тонких кишок эффект по
вышения ее достигает почти половины максимальной величины.

II нститут биохимии 
АН АрмССР II 'ступил » 19.'. I 1972 г.•г
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Ա մ ф ո փ ո է մ

Հագվածում քննարկվում / սպիտակ առնետների երիկաւ) ների և բարակ 
ա դին հ ր ի լո րձաի1 ա դան'թ ի հ իմն ա յին ֆոսֆատ սպայի ակտ իվո ւթյան կա րդավո ր- 
մ ան հավանական մե(սանիդմր' ադրենալինի և ա ս կ ո րր ին ա՝քէ ք1 էյ ի կողեիր։
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հ յո ւ и վա ժ քն Л ր ի Հո մ ո դենա տն ե ր ր ամ բողջովին շեն ցուցաբերում իրենց ֆեր֊ 
մ են տա տիվ ակտիվութ լունր' աո անց վերը նշված միացութ յոլնների։

Ադրենալինի և ա<ս կ ո րբ ին աթ թվի դերը կայանում է նրանում, որ ֆերմեն
տի ոչ ակտիվ մոլեկուլը վեր Լ ածվում ակտիվ ձևի։ Փերմենւոի .ոչ ակտի՛վ ձևը 
ա (ն Լ , որտեղ ֆերմենտի ակտիվ կենտրոնի ցի՛նկը միացածի Տ1 I -'իքմ՛ըերի հետ։ 
Երբ ք1իո չաքին քսուքների о ղն ո ւ /I (ա մ ր թմբերը » եոացվում են ֆերմենտի 
ակտիվ կենտրոններից, ֆերմենտի ա կ տ ի վ ո / /I յ ո լն ր կրկնապատկվում կամ 
եոա պ ա տ կվո ւ մ է։

Ստացված տվքալներր Հիմը են տալիս ենթ ապրելու, որ օրգանիզմում '^իմ- 
նա լին ֆոսֆատաղաքի ակտիվության կան ոնա\վո րմ ան գործում ադրենալինը 
և ասկորբինաթթուն կարևոր դեր ունեն։
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