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ФЕРМЕНТАТИВНЫЕ ОСОБЕННОСТИ РАЗЛИЧНЫХ 
ФРАКЦИИ МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ АТФазы ПЕЧЕНИ ПТИЦ

Из печени кур выделены четыре различные фракция митохондриальной АТФазы. 
Эти фракции отличаются активностью как общей, так и Ха г -|- К + , М^2 + , Са2^ и 
ДНФ-завлснмых АТФаз. Выделенные белки митохондриальной АТФазы обладают раз­
личной термолаби и носгью и оптимумом pH действия.

В наших предыдущих работах было показано, что активность как 
общей, так и На+—К , и - зависимых АТФаз (КФ 3.6.1.3) ми­
тохондриальной фракции печени куриного эмбриона постепенно возрас­
тает с 13-го дня развития и до вылупления цыпленка [5, 6]. Максималь­
ная активность Фермента наблюдалась после вылупления 1- и 9—17-днев- 
ных цыплят. Исследованиями одновременно было обнаружено, что 
отдельные популяции митохондрий, выделенные дифференциальным 
центрифугированием, отличаются своей АТФазной активностью. Из по­
лученных данных можно сделать вывод о гетерогенности АТФаз в раз­
личных митохондриальных популяциях. Представляло интерес выделе­
ние из печени кур различных фракций митохондриальной АТФазы в 
изучение их ферментативных особенностей.

Выделение, очистка и изучение биохимических особенностей АТФ •»
азы мышц, печени и других объектов служили предметом многих иссле­
дований [2—4, 10—42, 16, 17, 22]. Однако имеющиеся данные относи­
тельно свойств выделенных препаратов митохондриальных АТФаз до­
вольно разноречивы. Третьяковым [8. 9] из печени крыс выделены 'высо­
коактивные препараты митохондриальной АТФазы, обнаруживающие 
ряд сходных свойств.

Однако вопрос об отдельных митохондриальных белках печени, об­
наруживающих АТФазную активность, является дискуссионным. Неко­
торые авторы приводят данные о наличии в митохондриях не более од­
ной АТФазы [18, 21, 22]. Существует и противоположное мнение [15, 23, 
24]. Миллс и Кохран [15], применяя ионообменную хроматографию, вы­
делили из препарата АТФазы четыре фракции, 'различающиеся по ряду 
ферментативных свойств.

Целью настоящей работы явилось сравнительное изучение фермен- 
1ативиых свойств различных фракций митохондриальных белков печени 
кур, обладающих АТФазной активностью.

Тс,ша'■ 11 методика. После декапитации кур на холоду удалялась печень, очн­
улась от при.ю.ающей жировой ткани и связок, гомогенизировалась (30 сек) теф­

лоновым гомоген гатором типа Поттера [20] в среде 0.25 М сахарозы-0.05 М трис-НС!
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буфера (pH 7,4) ь соотношении 1:9. Ядра и цитоплазматические обломки осаждались 
при 600 £ (20 мин), а митохондрии- 6000 £ (20 мин). Осадок митохондрий промывался 
в среде выделения и вновь центрифугировался пр.и 6000 £ (20 мин). .Морфологический 
контроль показал гомо։ еп.чость, целостность и подвижность выделенных митохондрий.

Выделение ми-схондриальной АТ Фазы проьодилэсь по несколько модифицирован­
ному нами метод) Селвина [22]. Полученная фракция митохондрий суспензировалась 
в 3 5 мл 0,25 М ледяной сахарозы и 0,05 М трис-НС1 буфера (pH 7,4) и тонкой струей 
при постоянном перемешивании, добавлялось 100 мл ацетона, охлажденного до —30э. 
Суспензия хорошо перемешивалась на магнитной мешалке и отфильтровывалась через 
бумажный фильтр. Осадок высушивался в вакуум—эксикаторе в присутствии силикателя 
и использовался для экстракции АТФазы. Экстракция АТФазы проводилась в 0,05 М 
грис-НС! буфере (pH 7,4), с добавлением I мл буфера на 10 мг полученного ацетоно­
вого порошка (при постоянном перемешивании на магнитной мешалке). После экстрак­
ции растворимой АТФазы суспензия центрифугировалась при 16000 £ 10 м-ин. Центри- 
фугат выливался ь мерный цилиндр, а осадок экстрагировался новой порцией буфера 
и вновь центрифугировался. Общий центрифугат высаливался сернокислым аммонием 
в течение часа при постоянном перемешивании на магнитной мешалке. Затем раствор 
центрифугировался при 16000 £ (15 мин) и осадок разводился в 2—3 мл 0,05 М трис- 
ИС1 буфера (pH 7,4). Суспензия диализировалась при комнатной температуре протиз 
3—5 л 0,05 М трис-НС1 буфера при постоянном перемешивании магнитной мешалкой. 
После диализа раствор фермента использовался в опытах.

Для выделения отдельных фракций митохондриальной АТФазы линейный градиент 
грис-НС1 буфера создавался по методу Петерсона и Хейслера [18]. Сбор фракций осу­
ществлялся при помощи автоматического коллектора.

Определение активности препаратов АТФазы проводилось при 37° в среде, содер­
жащей М£С12—10 мМ (или МаС1֊֊100 +КО—120, СаС12—20 мМ, 2,4-динитрофенола — 
0,0005 М) в конечной концентрации, 0,2 мл полученного ферментного препарата и 
4 мМ АТФ (Sigma). Объем доводился до 2 мл 0,05 М трис-НС1 буфером (рП 7.4). 
Время инкубации 1 час. Реакция останавливалась добавлением 6 мл 5%-ой охлажден­
ной ТХУ. Неорганический фосфат определялся по методу Лоури и Лопез с некоторым । 
видоизменениями [7, 13, 19]. Количество белка устанавливалось по методу Лоури и 
сотр. [14]. Данные обработаны статистически [1].

Результаты и обсуждение. Методом .хроматографии на колонке 
ДЕАЕ-целлюлозы в линейном градиенте трис-НС1 буфера -полученный 
суммарный препарат АТФазы был распределен на 46 фракций. Оказа­
лось, что АТФазная активность обнаруживается во всех фракциях 
элюата, однако наивысшей удельной активностью обладают четыре 
фракции, условно обозначенные нами как I, II, III и IV.

Из полученных результатов видно, что выделенные фракции обла­
дают неодинаковой АТФазной активностью (табл. 1). Самой высокой 
АТФазной активностью обладает I фракция, затем II и IV. Во всех 
фракциях наивысшей активностью отличаются М£2+ и Са2 -зависи­
мые АТФазы. Низка активность Ма ь + Ю и ДНФ-стимулируемых 
АТФаз. Интересно отметить, что добавленные неорганические катионы 
в отдельных ферментных препаратах неодинаково стимулируют А I Фаз­
ную активность. Так, например, в присутствии ионов натрия и калия 
прирост активности фермента по сравнению с контролем повышается в 
1,37, 1,07, 1,80 и 1,30 раза в I, II, III и IV фракциях соответственно. При 
добавлении ионов магния эти цифры составляют 14,0, 12,2, 15,4 и 9.8 со­
ответственно. Аналогичное повышение активности фермента наблю­
дается также при добавлении ионов кальция (табл. 1).
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Таблица I
Влияние неорганических катионов и ДНФ на различные фракции митохондриальной 

АТФазы печени кур (Р в мкатомах/мт белка). М±т

Фрак ц и и

Условия опыта
III IV

Инкубированный кош роль 
добавления активаторов) 

+ К +

■М?2

Са2+

ДНФ

(бе ։ 0.66+0,04 
(4)

0,91+0,04
(4)

9,-0+0,07 
(4)

5,41+0,10 
(4)

0.96+0,12 
. (4)

О,52±О,О4 
(4) 

0,56+0,02
(4) 

6.34x0,39
(4)

4,46+0,30
(4) 

0,41+0.02 
(4)

0,12+0.01 
(4)

0.21+0,01 
(4)

1,85+0,08 
(4)

1.03+0,07 
(4)

0,22+0,04
(4)

0,28+0,03 
(4)

0,36+0.01 
(4)

2,76+0.07 
(4)

1,58+0,01
(4)

0,28+0,05 
(4)

В присутствии ДНФ активность АТФазы в 1 и III фракциях несколь­
ко повышается по сравнению с контролем (без добавления активато­
ров). Однако во II и IV фракциях активность фермента почти не ме­
няется.

Как видно из полученных данных, .выделенные из митохондрий пе­
чени кур отдельные белковые фракции обладают неодинаковой АТФаз- 
ной активностью и в различной степени стимулируются ионами Ма, К. 
М&, Са, а также ДНФ.

В следующей серии опытов мы изучали влияние замораживания и 
оттаивания на активность различных фракций митохондриальной АТФ- 
азы. Замораживание выделенных фракций проводилось при —37°. По­
лученные результаты свидетельствуют о том, что при замораживании и 
оттаивании ферментных препаратов активность как М<?24, так и 
Са2 + -зависимых АТФаз во всех выделенных фракциях несколько 
повышается (табл. 2).

Влияние замораживания и оттаивания 
АТФазы печени кур (Р в

Таблица 
на различные фракции митохондриальной 
мкатомах/мг белка), М+т

Актива­
торы

Мб2 +

Са2՜*՜

Ф Р а к ц и и

II III IV

10,35+0,04 
(10՜)

6,00+0.08 
(Ю)

8,68+0,07 
(ГО)

4.63+0,07 
(ГО)

2,07+0,0} 
(Ю)

1,28x0,07 
(Ю)

3,25+0.10 
(Ю)

2.25 ±0.06 
(10)

1емпература замораживания —37
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По данным I зксра [4], препараты АТФазы, выделенные из сердеч­
ной мышцы быка, при охлаждении до 0° очень быстро теряют свою ак­
тивность. В дальнейшем выяснилось, что в процессе хранения фермент 
постепенно теряет чувствительность к холоду. Например, свежий раст­
вор АТФазы, выдержанный в течение 15 мин при 0е инактивировался на 
80% по сравнению с контролем, в то время, как раствор двухдневной 
давности инактивировался в тех же условиях всего на 20%. Одновремен­
но автором показано, что чувствительность к холоду в присутствии од­
новалентных анионов выше, чем при двухвалентных.

В отношении влияния низких температур на активность препаратов 
Фермента наши данные расходятся с результатами, полученными 
Третьяковым [9] на фракциях АТФазы митохондрий печени крыс. В этих 
опытах при инкубации фракций АТФазы при 4° в течение 12 час. актив­
ность фермента понижается почти на 90%.

Представляло определенный интерес изучение влияния температур­
ного фактора на активность фермента в различных его препаратах, вы­
деленных из митохондрий печени кур. В этой серии опытов пробы с 
фракциями митохондриальной АТФазы подвергались в течение 10 мин 
термообработке при 45—100°. Результаты экспериментов показали, что 
различные фракции митохондриальной АТФазы неодинаково реагируют 
на высокие температуры среды. При 80° во всех фракциях фермент поч­
ти полностью инактивируется (табл. 3). При 70° АТФаза в различных 
фракциях не одинаково теряет часть своей активности. Так, например, 
активность М&2+-зависимой АТФазы в I фракции при 70° термообра­
ботке подавляется в 2,1 раза по сравнению с контролем (37°), во 
II фракции—3,4, в 111—6,5, а в IV—всего в 2,5 раза (табл. 3). Как видно 
из приведенных данных, большей термоустойчивостью наделена АТФ­
аза I фракции, а термолабильностью—фермент III фракции. Аналогич­
ная картина влияния температурного фактора наблюдается при изуче­
нии активности Са2+- зависимой АТФазы в различных фракциях.

В следующей серии опытов исследовалось влияние pH на актиз- 
юсть изолированных препаратов АТФазы. Опыты проведены в доволь­

но широком диапазоне pH 6,5—9,0. Из данных, приведенных в табл. 
4, видно, что !^а+ -4֊ К4-зависимая АТФазная активность достигает 
максимума в интервале pH среды-6.5—7,4. При pH 7,8 активность фер­
мента постепенно понижается и в I фракции при pH 9,0 уменьшается на­
половину по сравнению с первоначальной, во II фракции активность 
фермента при pH 9,0 сокращается в 5,6 раза, по сравнению с pH 6,5, в I! 
и IV фракциях активность фермента при pH 9,0 полностью исчезает.

Из результатов этой серии опытов видно, что как М£2 » гак и 
Са2 ^֊зависимые АТФазы имеют довольно широкий рН-оптимум ак­
тивности (табл. 5 и 6). Высокая активность фермента при различных pH 
с небольшими отклонениями сохраняется во всех выделенных фракциях.

Интересные данные получены в отношении влияния pH на ДНФ- 
стим улируемую АТФазу в различных ферментных препаратах печен я 
кур. В этих опытах высокая активность ДНФ-стимулируемой АТФазы



Таблица 3
Влияние температурного фактора на различные фракции митохондриальной АТФазы печени кур (Р в мкатомах/мг белка), М+т

М§-зависимая АТФаза Са-зависимая АТФаза

Температура 
термообра­

ботки
Ф р а к ц и и

III IV

фракции

37°

45°

50°

60°

70

80’

100’

9,61+0.08 
(4)

8,73+0,10 
(4)

7,78+0, Ю 
(4)

7,96+0,02 
(4)

4,51+0,07
(4)

0,07+0,03
(4)
0

(4)

9,16+0,34 
(4)

8,82+0,31 
(4)

6,20+0,26 
(4)

6,66+0,22 
(4)

2,72+0,23 
(4)

0.08+0,05 
(4)

0.08+0,001 
(4)

Время инкубации 1 час при 37’. 
Время термообработки 10 мин.

2,16+0,02 
(4)

1,88+0,18 
(4)

2,07+0,02 9 «М
(4)

1,28+0.01
(4)

0,33+0,07
(4)
о

(4)
0

(4)

3,57 ±0,05 
(4)

3,69+0.09 
(4)

3,28+0,08 мм* 9 
(4)

2,52+0,06 
(4)

1,43+0,03
(4)
0

(4)
0

(4)

5,77+0,13 
(4)

5,44+0,07 
(4)

5,34+0.14
(4)

3,66+0,11 
(4)

3,14+0,08 
(4)

0,18+0,02 
(4)

0,05+0,001
(4)

4,54+0,01 
(4)

4,85+0.14 
(4)

3,54+0,09 
(4)

3,06+0,16 
(4)

1,73+0.26 
(4)

0.56+0,06
(4)

0,08+0,001 
(4)

1,29+0,05 
(4)

1,22+0.04 
(4)

1,24+0,04 
(4)

0,78+0,07 
(4)

0,11+0.01
(4)
0

(4)
О

(4)

2,09±0.06 
(4)

1,94+0.08 
(4)

2,48+0,09 
(4)

1,15+0,07 
(4)

0.49+0,05 
(4)
0

(4)
0

(4)
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Таблица 4
Влияние pH среды на различные фракции митохондриальной
1 4֊ К -зависимой АТФазы (Р в мкатомах/мг белка), М+т

Фракции
pH

II III IV

6,5

7,0

7,4

7,8

8,0

8,5

9,0

1,70+0.01 
(4)

1,76+0,10 
(4)

1,00+0,06 
(4)

0,99+0.03 
(4)

1.16+0.02 
(4)

0>82+0,02 «■мн* "
(4)

0,80+0,01 
(4)

0,56±0.03 
(4)

0.51+0,06 
(4)

0,51+0,04 
(4)

0,37+0,05 
(4)

0,13+0,001 
(4)

0,13+0,001
(4)

0,10+0,001 
(4)

0,26+0,04 
(4)

0,21+0,01 
(4)

0,19+0,01 
(4)

0,08±0,01 
(4)

0,03+0,001 
(4)

0,03+0,001
(4)
0

(4)

0.32+0,01 
(4)

0.27+0,01 
(4)

0.21+0,001
(4)

0.02+0,001
(4) 

0,04+0,
(4)

0,06+0,
(4)

0,03+0,001
(4)

£1

Таблица 5
Влияние pH на различные фракции .митохондриальной

М£I 2 +-зависимой АТФазы (Р в мкатомах/мг белка), М+т

I
Фракции

pH
III IV

6,5

7,0

7,4

7.8

8,0

8,5

9.0

Ю.59±0,36 
(4)

10,07 + 0,40 
(4)

10,07+0.40
(4)

9,67+0.18 
(4)

9,51+0,17 
Г4)

9,35+0,11 
(4)

9,27±О,16 
(4)

6,74+0.10 
(4)

7,23+0,30——
(4)

7.23±0,30 
(4)

8.36±0,04 
(4)

8.33+0,10 
(4)

8,14+0,04 
(4)

6,83+0.03 
(4)

1,49+0,02 
(4)

1,52+0.04 
(4)

1,6О|+О,О7 
(4)

1,70+0.01 
(4)

1,80+О.Ю 
(4)

1,80+0,10 
(4)

1,70+0.05 
(4)

2.69+0,02 
(4)

2,97+0,01 
(4)

2,73+0.04 
(4)

3,01+0.01
(4)

2,95+0,02 
(4)

2,63+0,01 
(4)

2,98+0,01
(4)

отмечается .в I фракции при pH 6,5—7,0 (табл. 7). При pH 7,4 активность 
фермента снижается, при pH 9,0 она в 2,7 раза меньше, чем при pH 6,5. 
Во II фракции подавление активности фермента наблюдается при 
pH 7,0. Более широкий диапазон действия ДНФ-стимулируе.мой АТФ- 
азы отмечается в III фракции.
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Таблица 6

Влияние pH на различные фракции митохондриальной 
Са2+-зависимой АТФазы (Р в мкатомах/мг белка), М+т

Фракции

ри
III IV

6,5

7,0

7,4

7,8

8,0

8.5

9,0

6,22+0,10
(4)

6,20 <-0,20
Н)

5»79+0,26
(4)

5,56+0,17
(4)

5,50±0,09
(4)

5,72+0.05
(4)

5,63+0,17 ।
(4) 1

3,72+0,06 МММ 
(4)

3,68+0,08
(4)

4,14+0.05 •мяв» 
(4)

4,33+0,10 
(4)

4,30+0.08 
(4՜)

4,21+0.08 
(4)

4.01+0.10 
(4)

1,11+0,04 
(4)

0,95+0.07 
(4)

1,00+0,10 
(4)

1.00+0,10 
(4)

1,31+0.20 
(4)

1,11+0.04 
(4)

1,13 + 0,05 
(4)

2.05+0,03 
(4)

1,71+0,03 
(4)

1.80+0.02 
(4)

1,93+0,05 
(4)

2,16+0,11 
(4)

2,02±0,02 
(4)

1,88+0,01 
(4)

Таблица 7
Влияние pH на различные фракции митохондриальной 

ДПФ зависимой АТФазы (Р в мкатомах/мг белка), М+т

Ф р а к ц и и

6,5

7,0

7,4

7,8

8.0

8,5

9.0

2,59+0,20 
(4)

2,52+0.24 
(4)

1,91+0.19 
(4)

1,55+0,17 
(4|

1,34+0.02 
(4)

0,99+0.04 
(4)

0,94+0,07 
(4)

1,38+0,03 
(4)

0,89+0,04——
(4)

0,90+0.03
(4)

0,80+0,01 
(4)

0,57+0,01 
(4)

0,47+0,02 
0)

0,32+0.01 
(4)

0,26+0,001 МММ» 
(4)

0,22+0,03 
(4)

0,26+0.01 
(4)

0,26+0,001 
(4)

0,29+0.001•МММ
(4)

0,25+0.005 «ммМ 
(4)

0.26+0.001
(4)

0,54+0.001 
(4)

0,80+0,01
(4)

0,56+0.0 >1«МММ»
(4)

0,51+0.01
(4)

0,39+0,001
(4)

0,22+0,003 МММ 9
(4)

0,20+0,001
(4)

Т аким ооразом, как видно из результатов исследований, АТФазы, 
стимулируемые двухвалентными ионами, имеют более широкий рН-оп- 

тимум активности. Действие № +-|~ К а также ДНФ-зависимых 
АЗФсН проявляется в кислой или нейтральной средах. Имеющиеся в ли­
тературе данные свидетельствуют о том, что выделенные из печени кры-
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сы ферментные препараты тоже гидролизуют АТФ в широком диапазо­
не значений pH [8].

На основании совокупности полученных данных можно заключить 
следующее. Четыре различные фракции митохондриальной АТФазы, вы­
деленные из печени взрослых кур, отличаются между собой активностью 
как общей, так и Н< \ 2\ и ДНФ-завиоимых АТФаз. Эти
фракции отличаются также своей термолабильностыо и оптимумом дей­
ствия pH. Полученные результаты позволяют предположить, что выде­
ленные белки митохондриальной АТФазы печени кур по своим фермен­
тативным и физико-химическим свойствам отличаются между собой.

Институт биохимии 
АН АрмССР Поступило 29.V 1974 г.

Ա. Ա. ՍԻՄՈՆՅԱՆ. (Ւ. Р. ՐԱԴԱԼՅԱՆ
ԹԴՉՈԻՆՆԵՐԻ ԼՅԱՐԴԻ ՄԻՏՈՔՈՆԴՐԻԱԼ ԱՏՖազսւյի ՏԱՐՐԵՐ ՖՐԱԿՑԻԱՆԵՐԻ ՖԵՐԱԵՆՏԱՅԻՆ ԱԴԱՆՋՆԱ >ԱՏԿՈԻԹ311ԻՆՆԵՐԸԱ մ փ ո փ ո ւ մ

ներկա աշխատանքում մենք նպատա րեցինր հավի [քար-
դից անջատել մ ի տ ո բոն դրի ա լ ԱծՖազայի առանձին ֆրակցիաներ ե ուսում­
նասիրել նրանց ֆերմենտային հ ա տ կ ռւթ յունն ե ր ր ։ Հավի լյարդի միտոբոն- 
դրիաների ացետոնային փոշու ջրալուծ ԱՏՖաղայի էբստրակցման, ամոնիու մ 
սուլֆատով նրա ա ղա ցմ ան, դիալիզման և այնուհետև սյունային բրոմատո- 
գրաֆիա յի ե ղան ա կո վ ստացվել են ԱՏՖ-ներր ինտենսիվ հի դրո լիղե լա հա տ - 
կութ յամ բ օժտված չորս տարբեր ֆրակցիաներ։ Աքդ ֆրակցիաներում ուսում֊ 
նասիըվել են ինչպես ընդհանուր, այնպես էլ անօրգանական տա ա֊
տիոններով 1\, Շ<ձ) և ԴՆՖ֊ խթանվող ԱՏՖազաների ակտիվությու֊
նր։ Հետազոտվել են սառե ցմ ան և հալեցման, ջերմային գործոնի, ինչպես 
նաև միջավայրի ջրածին իոնների խ տության ա դդեցությունր միտոքոնդրիալ 
ԱՏՖա զա յի տարբեր ֆրակցիաների Հ ի դր ո լի տ ի կ հ ա տ կութ յան վրա։

հետազոտություններից պարզվել է, որ հավի լյարդի մ ի տ ո բ ոն դր ի ան ե ր ի ց 
անջա տված չորս պատրաստուկներն իրարից տարբերվում են ինչպես րնդՏա֊ 
նուր, այնպես էլ անօրգանական տարբեր կատիոններով խթանվող ԱՏՖա֊ 
դային ակտիվությամբ։ Ա առե ցում ր և հալեցումր, բարձր ջերմաստիճաննե­
րում թերմոմ չավում ր, ինչպես նաև միջավայրի ջրածին իոնների տարբեր 
կոնցենտրացիաները տարբեր ազդեցություն ունեն անջատված մ ի տ ո բոն դր ի ա լ 
ԱՏՖա դա (ի առանձին ֆրակցիաների վրա։ Ստացված արդյան բն երր ^իմբ են 
տալիս պնդելու, որ հավի լյարդի մ ի տ ո բոն դր ի ան ե ր ի ց անջատված ԱՏՖադա- 
յին տարբեր ֆր ա կ ց ի ան ե ր ր իրենց ֆերմ են տ ա յին հատկություններով իրարից 
զգալիորեն տարբերվում են։
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