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РАЛЬДЕГИДФОСФАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ В МОЗГЕ ПРИ ЕГО 

РАЗЛИЧНЫХ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ СОСТОЯНИЯХ

При пищевом и хсловнопищевом возбуждении происходит достоверное повышение 
активности фруктозодифосфата льдолазы и глицеральтегидф1>сфатдегидрогена «ы в моз
ге. При условном торможении наступает понижение. Повышение активности ключевых
ферментов гликолитического пути распада глюко<ы при возбуждении, наряду с продук
цией энергии. служит одним из основных механизмов образования пирувата в
для сспечения ацетатом цитратного цикла. активность которого значительно

мо зге 
повы-

шается при указанном функциональном состоянии.

Осуществление нормальных физиологических функций головного 
мозга требует значительного использования глюкозы в качестве основно
го энергетического субстрата, доставляемого из кровяного русла и об
разующегося из гликогена, гликолипидов и некоторых аминокислот моз- 

с. в результате метаболических превращений. Метаболизм глюкозы з 
мозге, а также в других тканях, протекает различными путями, превали
рование которых зависит от функционального состояния мозга и эффек
торных органов (1, 5—7, 9, 14, 19, 26].

Несмотря на то, что обмену углеводов в мозге и в других органах
посвящены многочисленные исследования, по ним имеются обзоры и мо- 
ографии, вопросы биоэнергетики мозга, лимитирующей жизненные про

цессы. не сходят с арены биохимических исследований и дискусий. Не- 
достаточно исследованы, в частности, узловые этапы гликолитического.
пентозофосфатного, глюкуронатного и других путей обмена глюкозы и
ее метаболитов в организме как в норме, так и в патологии. В настоя
щей работе ставится задача изучить активность двух важных ферментов
гликолитического пути обмена глюкозы:
церальдегид-3-фосфатлиазы

фруктозо- 1,6-дифосфат-Ц-гли-
и Ц-глицеральдегид-З-фосфат:

НАД-оксидоредуктазы (фосфорилирующей) (1.2.1,12) в мозге
различных функциональных состояниях, выработанных на

при его
базе пат\-

о

ральных рефлексов.

Материал и методика. Опыты ставили на белых крысах-самцах весом 130
50 г Условный рефлекс вырабатывался по отставленному способу в условнорефлектор

ной камере УРК-66 [К]. приспособленной для «вмораживания животных в жидком азо
те. В нужный момент функциональной активности мозга (пищевое, условно- 
пищевое возбуждение и условнопишевое торможение) крыс замораживали. Все после
дующие операции проводили в холодильной комнате при ±2°С.

Фруктозодифосфатальдолазу выделяли по методу Райкумара и др. [34]. Мозговую 
ткань, предварительно очищенную от крупных сосудов и оболочек, гомогенизировали
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в трехкратном объеме охлажденного при 3°С 25% глицерола (pH б0» содеожашегп 
10—3 М ЭДТА, в гомогенизаторе Поттера-Эльвегейма в течение 60 сек при ЗТ Пот. 
,енный гомогенат центрифугировали при 40000ц и 0°С в течение 45 мин на мьтрапен 
трифуге марки Бртсо, Е2 65К. Далее в контейнере из нержавеющей стали при ֊10 г 
проводили фракционирование надосадочной жидкости —45°С этанолом при pH 7 I <кон
центрацию этанола в надосадочной жидкости доводили до 48%) и после тридцатими-
чуткого помешивания центрифугировали при 15000^ и

С центрифугировав

о ֊ °С в течение 15 мин на цен
трифуге Запе1гк1 К-24. Затем надосадочную жидкость повторно фракционирован։ 
95% этанолом при—45°С и концентрацию этанола в ней доводили до 60% После по
мешивания содержимого пробы в течение тридцати минут при _ 10’
ли при 15000ц и —6°С в течение 15 мин. Полученный осадок высушивали на фильтро
вальной бумаге в течение 2 мин для полного освобождения от этанола. Осадок расгв»- 
ряли в 0.01 ДА Трис-С! буфере (pH 7,4). содержащем 10“3 М ЭДТА, при -Ю С и цен
трифугировали при 14600ц и О С в течение 10 мин. Надосадочную жидкость сохраняли, 
з осадок реэкстрагировали 0,01 М Трис-С1 буфером (pH 7.4). содержащем 10՜3 М 
ЭДТА. Собранную надосадочную жидкость подвергали тепловой обработке в присут
ствии 10% этанола в стальном контейнере при 40°С в течение 10 мин. После немедлеч-
ного охлаждения до 2СС центрифугировали при 14600ц и ОС 10 мин Надосадочную ■<
жидкость использовали для фракционирования на колонке целлюлозо-фосфата. На
промытую колонку размером 40X13 мм и уравновешенную 0.01 М Трис-С! буфером 
(pH 7.4). содержащим 10—1М ЭДТА, наносили фермент и сначала элюировали гемо
глобин с помощью 0.05 М Трис-С! буфера (pH 7.4) в присутствии 0,005 М ЭДТА
После выхода связанного гемоглобина (около 10% активной альдолазы обыч
но ассоцируется с ним) фермент элюировали 0,0025 М фруктозодифосфатом 
[32] в 0.033 М Трис-НС! буфере (pH 7.4). который мы получали с помощью 
перевода фруктозсдифосфата бария во фруктозодифосфат натрия Изучаемый 
нами фермент выходил в 45 —47 фракциях 0.5 мл/мин по 3.5 мл в каждой
фракции. Активность очищенного фермента определяли по методу Варбурга и Христиа
на [37] на спектромоме-202 при Х~340 пти. Инкубационная смесь состояла из 0.4 мл 
фру ктоюдифосфа։.альдолазы, полученной из мозга крыс, 0,1 мл 0,0025 М фруктозоди- 
фосфата натрия (п! 1 7.6), 0,3 мл 0.034 М арсената натрия. 0.2 мл 0.001 М НАД. 0.3 мл 
0.054 М глицина. 0.6 мл 0.02 М цистеина (pH 7.6), 0,1 мл глицеральдегидфосфатдегидро- 
геназы, полученной нами из мышц кролика. Для выделения фермента размельчал։ 
мышцы спины и ног кролика, охлажденные при 2’С. Все последующие операции прово
дили по методике Аллисона, описанной ниже с проведением дальнейшей очистки [12] 
Па колонку с карбоксиметил целлюлозой размером 250X15 мм. заполненную по Петер
сону И Соберу и уравновешенную 0.02 М фосфатным буфером (pH 6,5). содержащих։ 
Ю-з М ЭДТА и 10~3 М В-меркаптоэтанол. наносили диализат, содержащий несло 
дуемый нами фермент. Глицеральдегидфосфатдегидрогеназу элюировали тем же бу
фером, при котором гемоглобин адсорбировало։ Фракции, в объеме по >.5 мл в каж 
юй. со скоростью 0.5 мл/мин, собирали на автоматическом коллекторе марки Л1й։ет с 
охлаждающим устройством. Фермент выходил во фракциях 10 21 с максимумом 
его в 12-ой фракции. Собранный элюат диализировали в тридцатикратном объеме часы 
шейного при 23°С раствора сульфата аммония, содержащего 10-3М ЭДТА, и центр։։ 
фугировали при 20000ц и 0гС в течение 15 мин. Фермент сохраняли при ֊- 1оС ՛. 
0,02 М фосфатном буфере (pH 6,5) в присутствии 10 3 М ЭДТА и 10 0 меркапто
»та пола.

За единицу активности фруктозодифэсфатальдола ы принимали то кол,՛ .<< ти<- |><.» 
мента, которое катализирует растепление I цМ фруктозодифосфа»а в одну минуту пр . 
28 С. Специфическую активность выражали числом единиц ферментативной активности 
'>о мг белка. Белок определяли спектрофотометрическн по методу Лоури

Глицеральдегидфосфатдегидрогена^у из мозга выделяли по ме։оду А..лн<ина [ -] 
с некоторой нашей модификацией. Ткань гомогенизировали в двукр։гном объеме о\- 
'зжденного при 2°С 10-3 М ЭДТА (pH 7.0). содержащего 10'3 М р-меркаптоэганолз.
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в гомогенизаторе Поттера-Эльвегейм а, затем гомогенат оставляли при медленном по
мешивании на 2 часа. Полученную суспензию центрифугировали при 1200ц и 0 С в те
чение 15 мин. Далее проводили двукратное фракционирование сульфатом аммония. К 
100 мл надосадочной жидкости добавляли 47,2 г сульфата аммония и через час филь
тровали мелкоскладчатым фильтром, к фильтрату добавляли снова сульфат аммония 
из расчета 20 г на 100 мл фильтрата. Полученный белковый осадок оставляли на ночь 
при ±2°С, затем эастворялн в минимальном количестве 0.02 М ф.хфатчого буфера 
(pH 6.5). содержащего Ю-’М ЭДТА и 10-’М р-меркаптоэтанола и диализировали в

ЮМ.

Jрндцатикратном объеме того же буфера, меняя его дважды с десятичасовым ингерва- 
Диализат центрифугировали при 2(ХЮ0ц и 0 С в течение 15 мин на ультрацентри

фуге марки Spinco L2 65К. а затем определяли активность фермента пи метод) Вар- 
[37) на спектромоме-202 при д—340 птр. Конечная реакционнаябурга и .Христиана

смесь в кювете состояла из 0.1 мл ферментного препарата, полученного из мозга кры
0.3 мл 0,034 М арсената натрия. 0.2 мл 0.001 М НАД. 0.1 мл 0.02 М глнцеральдегидфос- 
фата. 0.3 мл 0.054 М глицина (pH 8.4). 0.6 мл 0.02 М цистеина (pH 8,4). Общий объем 
реакционной смеси составлял 2,9 мл. В контрольную проб\ после к шячення фермента
добавляли субстрат. , В <

Специфическую активность глицеральдегчдфосфа г дегидрогеназы выражали коли
чеством восстановленного НАД в рМ/мг белка/мин при 25 С в глицин-цистеиновом бу
фере (pH 8.4).

Использовали реактивы фирмы 61цта.

Результаты и обсуждение. Итоги наших исследований по изучению 
активности фр\ктозодифосфаталь юл азы и глицеральдегидфосфатдеги-
дрогеназы в мозге при его различных функциональных состояниях, вы
работанных на базе естественных эс изиологических воздействий, приве
дены в табл. 1 и 2.

Таблица I
Хктивность фруктозодлфосфатальдолазы в мо<ге при его различных функциональных 

состояниях, нМ фр\ктозодифосфата/мг белка/мин

Средние Контпоп I Пищевое Условнопищевое I Условнопнщевие 
данные Р • • возбуждение возбуждение | торможение

М+гп 
п

р

0,945+0,032

+0, 128

1,21+0,053
12 

+0,186
<0,001

1,41+0,030 
12

+0,107
<0,001

0,545+0,040 
8

+0,10 
<0.001

Как показывают юнные, представленные в табл. 1. активность
ФРУктозсдифосфатальдолазы у подопытных крыс контрольной группы, 
по данным 16 опытов, составляет 0,945 0,032 цМ фруктозодпфосфата/мг 
белка/мин. На этом фоне возбуждение ИНС (как нишевое, так н ус
ловно-пищевое) вызывает достоверное повышение активности фруктозо- 
дк[юсфагальдолазы в мозге. Таким образом, было показано, что воз
буждение ИНС. вызванное естественным физиологическим раздражите
лем, индуцирует активность фру ктозсдифосфатальдолазы в мозге.

При торможении, как показывают данные таблицы, условнопищевое
торможение вызывало значительное (почти вдвое) понижение активно
сти фруктозоднфосфатальдолазы. Фруктозодифосфатальдолазная реак
ция является одной из ключевых в гликолитическом распаде глюкозы в 
мозге. Полученные данные свидетельствуют о том, что при торможении 
ЦНС в мозге почти па 50% подавляется обмен глюкозы по этому пути.
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Первоначально были выделены три изоэнзима фруктозодифосф 
юл азы (А, В, С) из мышц и мозга [18, 23, 25, 31, 33 и др]

аталь-
-- V- „ н„|а ли, ли, О1, ОО И др.] И описаны их 

свойства. В последующем в мозге морских свинок и быка были найчены
■ • * ■ 11^ V*֊ 111 * ■

и описаны пять изоэнзимов фруктозодифосфатальдолазы [20, 27 30 35] 
Активность изоэнзимов фруктозодифосфатальдолазы в мозге при ес- 
гественных физиологических воздействиях также представляет большой 
интерес и требует специального исследования.

Установив достоверное повышение активности фруктозодифосфа- 
гальдолазы в мозге при возбуждении и значительное понижений ее при 
горможении, мы перешли к изучению сдвигов в активности глицеральде- 
гидфосфатдегндрогеназы, осуществляющей окисление глицеральдегид
фосфата при тех же функциональных состояниях.

Как показывают данные табл. 2, активность глицеральдегидфосфат- 
дегидрогеназы мозга у контрольной группы крыс составляет 26,90± 
0,818 цМ НАДН2/мг белка/мин. Величина активности ее в контрольных 
опытах согласуется с данными других исследователей [25].

Таблица 2
Активность глицеральдегидфосфатдегидрогеназы в мозге при его различных функцио

нальных состояниях, нМ НАДН2/мг белка/мин

Средние 
данные Контроль Пищевое 

возбуждение
Условнопищевое 

возбуждение
Услоннопищевое 

торможение

М ± И1 
п 
5 
П

26,9֊1֊0,818 
~28 

±4,33

41,16-1-0,846

±2,93
<0,001

41,18±0.749
10

±2,36
<0,001

19,53+0.857

±2,70
<0,и01

Как явствует из данных таблицы, пищевое и условнопищевое воз-
буждение вызывает значительное повышение активности глицеральде- 
гидфосфатдегидрогеназы в мозге. Анализ полученных данных показыва
ет, что повышение активности фермента в мозге. по сравнению с кон-
гролем, при обоих функциональных состояниях ЦНС почти одинаково.

При условнопищевом торможении отмечается значительное пони-
жение активности глицеральдегидфосфатдегидрогеназы. Результаты
этой серии опытов показывают, что при торможении условнопишевого 
эефлекса изменения в активности этого фермента протекают в противо
положном направлении по сравнению с процессом коркового возбхжде- 
ния, причем понижение активности фермента достоверно не только но
отношению к фону возбуждения, но и уровню активности контрольных 

, активность глицеральдегидфосфа! 1егид- опытов. По данным 10 опытов
рогеназы составляла 19,53±0,83 рМ НАДН2/мг оелка/мин.

обзорах .

Вопросы структуры, кинетики и сравнительных свойств г.тицераль- 
Дегидфосфатдегндрогеназы различного происхождения представлены 
обзорах Аллисона и др. [4. 13]. Сделаны попытки выявить специфичность 
Фермента для мозга [25], сердца [3], печени [28]. Проведена значительная 
работа по расшифровке первичной (22, 29] и высших структур Ф1Р\։е11 
И7, 21], выявлению активных центров [17] и описанию де свойств [15. 1Щ.
биологический журнал Армении, XXVIII, №
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Изучались также аллостерические и кооперативные свойства его [24]. 
Раттер и др. (25] на аналитическом уровне выделили и изучили свойства 
глицеральдегилфосфатдегидрогеназы из .мозговой и мышечной ткани 
кроликов.

На основании анализа полученных данных мы пришли к заключе
нию, что при возбуждении мозга, индуцированном пищевым и \словно- 
пищевым раздражением, когда имеет место повышение гексокиназной 
активности [2], усиленное поглощение глюкозы мозгом и интенсивное 
превращение в нем, а также нарастание количества пирувата и лактата 
в нервной ткани [9], происходит значительное повышение активности 
фрх ктозодифосфаталыолазы и 1 лицеральдегидфосфатдегидрогеназы в 
нем. Гликолитическая реакция в мозге при возбуждении, наряду с про
дукцией определенного количества энергии, служит также лимитирую
щим для последующего обеспечения цитратного цикла ацетатом, обра
зующимся в результате окислительного декарбоксилирования пирувата.
Подтверждением этому является значительное повышение активности 
цитратсинтазы в мозге при пищевом и условнопищевом возбуждении 
[11]. В результате внутриклеточной разобщенности в мозге параллельно 
могут протекать как гликолитический, так и «апотомический» и глюкуро- 
патный пути обмена глюкозы. При этом индуцирован и путь синтеза 
гликогена (свободный и связанный с белками) через уридилтрансфераз- 
н\ ю систему [10].
Ереванский медицинский институт, 
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Դ. II. ԱԱՃԱՏՐՑԱՆ, Ա. Ա. ՃԱԿՈՐծԱՆ

ՖՐՈՒԿՏՈԶՈԴԻՖՈ11ՖԱՏԱԼԴՈԼԱՋԱՅԻ ԵՎ ԴԼԻՑԵՐԱԼԴԵՀԻԴՖՈՈՖԱՏԴԵ^ԻԴՐՈ- 
ԴԵՆԱՐԱՑ Ի ԱԿՏԻՎՈՒԹՅՈՒՆԸ ՈՒՎԵՂՈՒՄ ՆՐԱ ՏԱՐՐԵՐ ՖՈՒՆԿՑԻՈՆԱԼ 

ՎԻՃԱԿՆԵՐՈՒՄ

Ա մ փ 1) փ n t մ

•եր ու կտո դոդիֆոսֆատալդոլադայի ծ ԴէՒ 9^րա յդե ի դֆ ո սֆ ատ դեհի դր ո դե
կադայի ակտիվու/1 յունր կոնտրոլ խմբի սպիտակ առնետների ուղեղում կ ա դ - 

մամ / Համապատասխանաբար 0,945±լ0,032 рМ ֆր ո ւկ տ ո ղ ո դիֆ ո и ֆ ա տ /մդ

սպիտ, րոպե և 26,9^0,818 цМ ՆԱԴ^\շ /մդ սպիտ.1 րոպե։ Սննդային և պայ
մանական սննդային դրդման մ ամանակ ուղեղում տեղի է ունենում ֆրուկտո-

դ " դի ֆ ո սֆ ա տ ա լդո լա դ ա յ ի և դլի դ ե ր ա [դեհ ի դֆ ո սֆ ա տ դեհ ի դր ո դեն ա դա Iի ակտի- 
վո։/1յան ստույդ բարձրացում, րստ որում նշված ֆերմենտների ակտիվուքէ (ու- 

եր կադմում 1։ համապատասխանաբար 1,21^լ0,053, 1 ,4 1 ՜+լՕ,030 цМ ֆրուկ-

տ ո դ ո դիֆ ո иֆա տ /մդ սպիտ./ րոպե և 41,16±0,846, 41,18±0,749 цМ Ն/ՀԴ H-j 
մդ սպիտ./ րոպե։ Պայմանական արդելակման ժամանակ տեղի Լ ունենում 

ֆրու կ տ ո դ ո դ ի ֆ ո и ֆ ա տ ա լ դո I ա դ ա յ ի և դլի д ե ր ա լդե հ ի դֆո սֆ ա տ դ եհի դր ո դեն ա դա յի
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