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Сравнительное изучение активности фермента в цельной ткани и гомогенате под 
действием цистеина показало, что подавляющее действие цистеина отличается по силе, 
ингибитор проявляет дифференциальное отношение к целостной системе и гомогенату. 
Регуляция же ферментативной деятельности в целостной системе отличается от тако
вой гомогената, поскольку эта система в нем нарушена.

Одной из основных проблем современной биохимии является дея
тельность ферментов и их регуляция. При изучении ферментативных 
процессов и их регуляторных механизмов обычно используются чистые 
ферменты или гомогенаты тканей. Полученные закономерности не 
всегда отражают истинную картину этих процессов в целом организме 
или в целостных системах.

При гомогенизировании тканей происходит ряд изменений в струк
туре клеток, при этом нарушается их целостность, что может резко по
влиять на полученные данные и вызвать ряд изменений с ферментом. 
По мнению Нейландса и Штумпфера [1], при гомогенизировании тка
ней на ферментативную активность могут влиять по крайней мере три 
фактора: эффект разбавления суспендирующей средой во время гомо
генизации; тормозящее действие, связанное с освобождением веществ 
из клеточных фрагментов; разрушающее действие таких процессов, 
как аутолиз, которые изменяют структуру ферментных белков, по
нижая их ферментативную активность.

В этом отношении привлекает внимание динамика активности ще
лочной фосфатазы в цельной ткани и гомогенате, поскольку в литера
туре существуют разногласия относительно механизма регуляции чис
тых ферментов, ферментов в гомогенате и ферментов организма.

Цель настоящей работы—сравнительное изучение активности ще
лочной фосфатазы под влиянием ингибитора как в гомогенате, так и 
в цельной ткани во времени.

Материал и методика. Исследовалась активность щелочной фосфатазы в различ
ных частях тонких кишок белых крыс. Весь отдел тонких кишок разделили прибли
зительно на четыре равные части: первые два отрезка соответствовали проксималь
ной части; третий и четвертый отрезки—дистальной части топкой кишки. Из каждого 
отрезка брали по 80 мт ткани и делили ее вдоль на две равные части по 40 мг каждая. 
Одна часть служила контролем.

Для изучения сдвигов в активности фермента использовали два субстрата: пара- 
иитрофенилфосфат в аммиачном буфере (pH 10,5) и р-глицерофосфат натрия в медп- 
наловом буфере (pH 9,6) [2—5].
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Дли быстрой регистрации реакции нами было сконструировано специальное при
способление, с помощью которого возможно было в одной и той же пробе проследить 
за скоростью ферментативной реакции в течение определенного времени.

Предварительные исследования показали, что проникновение субстрата в микро
вилли и контакт с ферментом происходят в течение 30 сек. Однако регистрация ак
тивности за этот промежуток времени связана с большими трудностями, поэтому для 
получения четких результатов наши исследования проводились в удлиненной экспози
ции (3, 6, 9, 12, 15 мин). Инкубацию проводили в термостатированном сосуде введе
нием в субстрат-буферную смесь отрезка тонкой кишки, служившего источником фер- 
меита. В качестве ингибитора применяли заранее нейтрализованный цистеин гидро
хлорид в концентрации 10 -з М, так как при этой концентрации эффект более выражен.

Результаты и обсуждение. Ранее было показано, что активность 
щелочной фосфатазы тонких кишок (гомогенат) по сравнению с дру
гими органами высокая и при инкубации до 30 мин скорость фермента
тивной реакции прямолинейная [6, 7]. Одновременно было установ
лено, что активность фермента в гомогенате тонких кишок у крыс 
уменьшается в дистальном направлении. Таким образом, представляло 
интерес выяснить влияние ингибитора цистеина на ферментативную 
активность различных частей тонких кишок белых крыс и динамику 
активности в течение времени (15 мин).

На рис. 1 приведены данные, касающиеся первого отрезка прокси
мальной части тонких кишок. Они показывают, что цистеин резко по
давляет активность щелочной фосфатазы в указанном отрезке, но это 
ингибирующее влияние во времени (3, 6, 9, 12, 15 мин) не одинаково: 
если в первые три минуты инкубации активность фермента угнетается 
на 50%, то в течение 15 мин —на 75%. В первые три минуты инги
битор подавляет активность фермента в меньшей степени, чем в даль
нейшем. Такая разница в эффекте цистеина, по-видимому, обусловле
на медленным проникновением его в мембрану клетки, в остальное вре
мя этот эффект почти не меняется.

Аналогичные данные (с некоторой разницей) получены относитель
но второго отрезка тонких кишок проксимальной части (рис. 1), но ин- 
। ибирующее действие цистеина остается почти прежним.

Третий отрезок представляет первую половину дистальной части 
тонких кишок (рис. 2), где активность фермента выражена гораздо 
меньше по сравнению с проксимальной частью. Ингибирующее дей
ствие цистеина в первые три минуты составляет 23%, в остальные сроки 
(6, 9, 12, 15 мин) этот эффект усиливается почти в 2—3 раза, но инги
бирование происходит слабее, чем в проксимальной части тонких ки
шок.

Что касается второй половины дистальной части тонких кишок 
(рис. 2), то здесь, по сравнению с проксимальной частью, выражены 
гораздо слабее как ферментативная активность, так и влияние ингиби
тора. Следует отметить, что активность щелочной фосфатазы подав
ляется цистеином лишь на одну треть.

Поскольку полученные нами данные свидетельствуют о неодинако
вом эффекте проявления активности щелочной фосфатазы в прокси
мальной и дистальной частях тонких кишок, а также различном влия- 
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Контроль Под действием
пжств-’за

Рис. 1. Действие цистеина на активность щелочной фосфатазы двух отрез
ков проксимальной части срезов тонких кишок белых крыс (мг фенола/г 

свежей ткани).

нии на него цистеина, интересно было исследовать действие последнего 
на активность фермента, находящегося в разных слоях одной и той же 
части тонких кишок (слизистого и мышечного слоев).

Гомогенат и цельную ткань брали из слизистого и мышечного слоев тонких кишок 
белых крыс. Для выяснения непосредственного влияния цистеина на молекулу фер
мента без субстрата пробы предварительно инкубировали в течение 30 мин с цистеи
ном и физраствором (контроль), затем добавляли субстрат (0-глицерофосфат натрия) 
и продолжали опыт согласно методике.

Полученные данные (рис. 3) показали, что в слизистом слое (как 
в гомогенате, так и в тканях) активность щелочной фосфатазы намно
го превалирует над активностью в мышечном слое. В концентрации 
10 -3М цистеин резко подавляет ферментативную активность в гомоге
нате (около 10 раз) и несколько меньше—в цельной ткани (около 4 
раз) слизистого слоя. В мышечном же слое активность фермента в 
гомогенате и цельной ткани проявляется значительно слабее. В гомо
генате мышечного слоя юна подавляется приблизительно в 10 раз; та
кого эффекта не наблюдается в цельной ткани мышечного слоя, где 
отмечается подавление активности лишь наполовину.
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Контроль Под действием
цистеина

Рис. 2. Действие цистеина иа активность щелочной фосфатазы двух отрез
ков дистальной части срезов тонких кишок белых крыс (мг фенола/г 

свежей ткани).

Ранее проведенные исследования [6] показали, что различные от
резки тонких кишок разных животных обладают высокой активностью 
щелочной фосфатазы. Если в проксимальном отрезке тонких кишок 
происходит интенсивный полостной и мембранный гидролиз пищевых 
биополимеров фосфорных соединений, то в дистальном протекают в 
основном процессы всасывания ряда низкомолекулярных компонентов.

Непосредственное изучение активности щелочной фосфатазы в 
отрезках кишок во времени и гомогенате слизистой оболочки показало 
ступенчатое понижение активности в каудальном направлении. Цисте
ин как ингибитор щелочной фосфатазы подавляет активность фермен
та в проксимальной части больше (около 4 раз), чем в дистальной (1,5 
раза). Полученные данные показывают, что в одном и том же отрезке 
тонких кишок активность фермента в гомогенате резко превалирует 
над аналогичным показателем цельной ткани. Это свидетельствует о 
том, что фермент в цельной клетке не реализует весь свой потенциал, 
и часть его, по-видимому, связана со структурами, которые имеют не
посредственное значение для регуляции ферментативной деятельности.

При гомогенизировании ткани фермент клетки из связанного сос
тояния частично переходит в свободное и, таким образом, заметно по
вышает его активность. Ингибирующее действие цистеина на фермент,
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СЛОЙ слой
Рис. 3. Активность щелочной фосфатазы в разных слоях тонких кишок 
белых крыс (мг/г свежей ткани). I—предыикубация с физраствором 30 

мин; II—предыикубация с цистеином 30 мин; 1—гомогенат, 2 —цельная ткань.

как видно из приведенных данных, в гомогенате гораздо больше, чем 
д интактных клетках, что, как было указано выше, может быть объяс
нено его связанным состоянием в клетке, а неодинаковый ингибирую
щий эффект цистеина в слизистом и мышечном слоях и разных частях 
проксимального и дистального отрезков тонких кишок может быть об
условлен различными формами фермента.

Механизм регуляции ферментативной деятельности в организме и 
в очищенных препаратах до настоящего времени остается в поле зре
ния исследователей.

Если исходить из приведенных литературных данных, то действие 
ингибитора на активность фермента в гомогенате и цельных тканях 
должно было быть неидентичным, однако, по нашим данным, эта не- 
■идентичность отличается лишь по силе своего действия. Регуляция же 
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ферментативной деятельности в целостной системе намного отличается 
от того же процесса в гомогенате, поскольку эта система в последнем 
нарушена.
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Ամփոփում

Ներկա աշխատանքի նպատակն է հիմնածին ֆոսֆատ աղայի ակտիվու
թյան ուսումնասիրումր նոր մեթոդովս որոշակի ժամանակահատվածներում 
(3, 3, 9, 12, 15րյ ամբողջական հյուսվածքում ռեակցիայի արաղ դրանց֊ 
մամբ։

Որոշակի ժամանակահա տվածներում ամբողջական հյուսվածքում և հո- 
մողենատում հիմնային ֆո սֆա տա զա յի ակտիվության համեմատական 
ուսոլմնասիրութ յունլլ ցույց Լ տայիս, որ ցիստեինի ճնշող աղղեցոլթյոլնր 
տարբերվում է իր ուժով և ամբողջական հյուսվածքի ու հոմոգենատի նկատ
մամբ ունի դիֆերենցիալ բնույթ։

Ֆերմենտատիվ գործունեության կարգավորումը ամբողջական հյուսված֊ 
քոլմ, տարբերվում !։ հոմողենատից, քանի որ հոմոգենատոււէ խախտված է 
սիււտեմի ամբողջականությունը։
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