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КАРБАМИЛФОСФАТАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ В РАЗЛИЧНЫХ 
ЧАСТЯХ ГОЛОВНОГО МОЗГА БЕЛЫХ КРЫС

Р. Р. НЕРСЕСЯН, Г. Т. АДУНЦ

Исследовалась активность кислой фосфатазы, расщепляющей карбамилфосфат в 
разных субклеточных образованиях, выделенных из целого мозга крыс. Наивысшая 
карбамилфосфатазная активность выявлена в микросомах, затем синаптосомах и ми
тохондриях. Высокая активность карбамилфосфатазы в микросомах и синаптосомах 
подтверждает экстрализосомальную локализацию фермента.
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Карбамил- и ацетилфосфатазы были впервые выделены и описаны 
Липманом [16]. В литературе имеется ряд сообщений относительно 
активности карбамилфосфатазы в некоторых органах и тканях млеко
питающих и рыб [10, 12, 15, 16]. Показано, что фермент гомогенен и 
имеет небольшой молекулярный вес [12]. Однако субцеллюлярная ло
кализация карбамилфосфатазы в различных органах, в частности в 
нервной системе, а также воздействие разных активаторов и ингибито
ров на ее активность изучены пока недостаточно. В связи с этим пред
ставляло интерес исследование активности этого фермента (КФ 3.1.3.2) 
в разных отделах и субклеточных образованиях мозга белых крыс в 
норме и под действием различных реагентов, что явилось целью насто
ящей работы.

Материал и методика. Исследования проводили на гомогенатах различных отде
лов головного мозга белых крыс (большие полушария, продолговатый мозг, мозжечок), 
а также на субклеточных частицах, изолированных из целого мозга.

Ткань гомогенизировали в 0,32 М растворе сахарозы (1:10) и фракционировали 
путем дифференциального центрифугирования в градиенте плотности сахарозы по схе
ме, описанной Манукян и сотр. [2], представляющей комбинацию нескольких методов, 
предложенных разными авторами [1, 7]. В качестве субстрата использовали карба
милфосфат (КФ) (Sigma chem. Со.). Инкубационная смесь содержала 0,08 М ацетат
ного буфера pH 5,0, 2—8 мМ карбамилфосфата, гомогенат, соответствующий 20—40 мг 
ткани, и в зависимости от условий опыта следующие реагенты: NaF՜՜—10՜՜ М, винно
кислый натрий—10՜՜ М, Mg + + —10՜’ М, этилендиаминтетраацетат (ЭДТА) —10՜3 М, 
пара-хлормеркурибензоат (П-ХМБ)—10-s М. Общий объем реакционной смеси—1мл. 
Реакцию приостанавливали добавлением I мл 30°/о-ного ТХУ. Об активности фермен
та судили по приросту неорганического фосфата после 30-минутной инкубации при 
30°. Неорганический фосфат определяли по методу Фиске-Суббароу [И], белок—по 
Лоури [17]. В одних случаях результаты опытов выражали в мкмолях фосфора на 
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грамм влажной массы мозга, а в других—удельную активность фермента вычисляли в 
мкмолях образованного фосфора за 1 мин на 1 мг белка.

Результаты и. обсуждение. В различных отделах мозга (большие 
полушария, продолговатый мозг, мозжечок) белых крыс имеется до
вольно активная фосфатаза, которая расщепляет КФ в кислой зоне pH. 
Активность этого фермента в разных отделах мозга неодинакова и стро
го зависит от концентрации субстрата (рис).

КОНЦЕНТРАЦИЯ СУБСТРАТА (Мм) 

большие полушария 
о-о-о продолговатый мозг 

мозжечок
Рис. Изменение активности КФФ в различных отделах мозга в зависимости 

от концентрации субстрата (карбамил—фосфат).

Скорость ферментативной реакции во всех изученных отделах моз
га возрастает при увеличении концентрации КФ в реакционной смеси 
■от 2 до 6 мМ (рис.).
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В больших полушариях карбамилфосфат-фосфатаза (КФФ) выяв
ляет значительную активность, которая при концентрации субстрата 
2—6 мМ составляет 60—104 мкМ фосфора'/г влажной ткани соответст
венно. При увеличении концентрации КФ до 8 мМ активность фермента 
не изменяется, оставаясь на том же высоком уровне.

Самая высокая активность КФФ отмечается в продолговатом моз
ге, где она составляет в зависимости от концентрации субстрата 72— 
148 мкМ фосфора/г ткани. При увеличении концентрации субстрата до 
8 мМ активность фермента слегка ингибируется.

В мозжечке (рнс.) активность КФФ занимает промежуточное поло
жение между активностью фермента в больших полушариях и в продол
говатом мозге. При концентрации субстрата 2—4 мМ активность КФФ 
соответственно составляет 65—84 мкМ. фосфора/г ткани, при концентра
ции 6 мМ активность фермента резко повышается, доходя до 130 мкМ 
фосфора/г ткани, излишек субстрата подавляет активность фермента.

Таким образом, в кислой зоне pH в различных частях мозга дей
ствует фосфатаза, расщепляющая карбамилфосфат. Фермент выявля
ет оптимальную активность при концентрации субстрата 6 мМ.

Кислые фосфатазы—широко распространенные ферменты, которые 
разделяются на два класса (с низким и высоким молекулярным весом), 
обладающих разной чувствительностью к различным реагентам и отли
чающихся субстратной специфичностью [3, 8]. В связи с этим пред
ставляло интерес изучить активность КФФ в различных частях мозга 
под действием некоторых реагентов, которые, по литературным данным, 
оказывают ингибирующее действие на активность кислых фосфатаз.

Полученные результаты (табл. 1) показывают, что М§+՜* в кон
центрации 10-2М незначительно повышает активность КФФ во всех 
изученных частях мозга, а ( Ю՜2 М), Па-тартарат (10՜2 М) и 
ЭДТА (10՜3 М) никакого действия не оказывают. П-ХМБ в концентра
ции 10՜5 М подавляет активность КФФ во всех изученных отделах 
мозга почти на 50% (табл. 1). Исследованиями ряда авторов показано,

Таблица 1
Влияние некоторых реагентов на активность КФФ в различных частях мозга 

белых крыс, мкМ Р/г сырой ткани

Добавленные реагенты
Концентрация субстрата, 6 мМ

большие 
полушария

продолговатый 
мозг мозжечок

Норма 104,7+2,58 144+2,9 132, 5+3,0
ме + + ,0 2 м 120,0+4,5 164+2,9 146,0+2,4

10՜2 М 103,0+2,4 144,5+3,1 130,5+2,7
Яа тартарат 10՜2 М 102,6+2,6 139+5,0 136,6+4,3
ЭДТА 10՜3 М 103.4+3,5 141,5+4,6 132,6+4,6
П-ХМБ 10-5М 77,3+2,9 81 ,3+2,2 71,65=0,9

608



что низкомолекулярные кислые фосфатазы ингибируются П-ХМБ и 
другими БН-реагентами [3, 8] и нечувствительны к ионам фтора и тар- 
тарата. Последние являются сильными ингибиторами высокомолеку
лярных кислых фосфатаз.

Приведенные данные свидетельствуют о том, что в мозге у белых 
крыс функционирует высокоактивная фосфатаза, расщепляющая КФ, 
которая, судя по эффекту вышеуказанных ингибиторов, вероятно, отно
сится к низкомолекулярному классу кислых фосфатаз. Отличительной 
особенностью этого класса фосфатаз является также высокая субстрат
ная специфичность к п-нитрофенилфосфату [6, 8], рибофлавинфосфату 
и 17 эстрадиол-3-фосфату [9].

Таблица 2
Активность КФФ в субклеточных частях целого мозга белых крыс

Концентрация суб
страта 6 мМ

Ядро
Митохондрии 
Микросомы 
Синаптосомы

мкМ Р за мин/на мг белка

15,1^-0,33
140,1+2,0
45,4+3,0

В литературе имеются некоторые данные относительно активности 
и свойств низкомолекулярных кислых фосфатаз в мозге животных [6, 
21]. Однако, как уже отмечалось, субклеточная локализация этих фер
ментов в нервной системе изучена пока недостаточно. В связи с этим 
в следующей серии опытов изучали активность КФФ в различных суб
клеточных фракциях, выделенных из целого мозга крыс. Данные, при
веденные в табл. 2, показывают, что активность КФФ в митохондриях 
составляет 15,1 мМ фосфора/мг белка, т. е. значительно ниже, чем в 
микросомах, где фермент проявляет наивысшую активность—140,1 мкМ. 
фосфора/мг белка. В еинаптосомах активность фермента также доста
точно высока и составляет 45,4 мкМ фосфора/мг белка. Как видно, по 
активности КФФ синаптосомы занимают промежуточное положение 
между митохондриями и микросомами.

По данным ряда авторов, кислые фосфатазы локализованы в тка
нях, богатых ретикулоэндотелиальными элементами с высоким содер
жанием лизосом [4]. Гофман и Ди Питеро [14] показали, что имеются 
также экстрализосомальные кислые фосфатазы, которые ингибируются 
П-ХМБ и почти не реагируют на МаГ՜. Эни полагают, что эти низкомо
лекулярные фосфатазы являются отдельными ферментами, отличаю
щимися от высокомолекулярных кислых фосфатаз по субстратной спе
цифичности, и не образуются в результате деградации последних при 
разрыве лизосом.

Полученные нами данные о высокой активности КФФ в микросо
мальной фракции мозга крыс говорят о том, что активность КФФ свой
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ственна не только лизосомам, но и другим субклеточным структурам, 
где, по всей вероятности, они могут иметь отличную от лизосомальных 
ферментов функцию.

Имеются многочисленные данные о том, что микросомальная фрак
ция богата кислыми гидролизами, которые обладают трансферазными 
свойствами [18, 19]. В печени у человека и у 20 видов животных [13] 
найдена карбамилфосфат-глюкозофосфотрансфераза, для которой КФ 
является донором фосфатных групп, обладающим очень высоким фос
форилирующим потенциалом. Этот фермент более активен, чем глюко
киназа, которая является регулятором фосфорилирования глюкозы [13].

Полученные нами данные о сравнительно высокой активности КФФ 
в синаптосомах также подтверждает экстрализосомальную локализа
цию фермента. В ряде работ показано [10, 12], что КФФ действует сов
местно с К+ -зависимыми фосфатазами, а именно п-нитрофенилфосфа- 
тазой и ацетилфосфатазой, которые стимулируются ионами калия и яв
ляются частью энзиматического комплекса Кта+ + К+-зависимой АТФ- 
азы. Эти авторы считают, что КФ и п-ннтрофенилфосфат гидролизуют
ся одним и тем же ферментом. Оба субстрата разрушаются при нагре
вании до 50)°.

В синаптосомальной фракции мозга имеются также фосфопротеин- 
фосфатазы и прогеинкиназа, зависимая от циклической АМФ, которые 
фосфорилируют белки мембран синаптосбм [20, 22]. А1ожно думать, 
что обнаруженные нами КФФ микросомальной и синаптосомальной 
фракций мозга крыс, наряду с другими фосфатазами, играют определен
ную роль в некоторых звеньях метаболизма нервной ткани. По данным 
ряда авторов [5], в мозговой ткани отсутствуют процессы начального 
этапа синтеза мочевины, в том числе и КФ- Возможно, функция фер
мента, расщепляющего карбамилфосфат в мозговой ткани, связана не 
с циклом мочевины, а с какими-то другими обменными процессами.
Институт биохимии АН Армянской ССР Поступило 10.IX 1980 г.

ԿԱՐՐԱՄԻԼՖՈՍՖԱՏԱԶԱՅԻՆ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅՈՒՆԸ ՍՊԻՏԱԿ ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ 
ԳԼԽՈԻՎԵՎԻ ՏԱՐՐԵՐ ՄԱՍԵՐՈՒՄ

Ռ. Ռ. ՆԷՒՍԻՍՅԱՆ, Գ. Թ. ԱԴՕԻՆՑ

Սպիտակ առնետների գլխուղեղի տարբեր մասերում գործում է բավա֊ 

կան ակտիվ թթու ֆոսֆատազա, որը որպես սուբստրատ ճեղքում է կարբա- 
միլֆոսֆատը։ //ԼԱումնա սիրվել է այդ ֆերմենտի ակտիվությունը սպիտակ 

առնետների գլխուղեղից անջատված ենթաբջջային առանձին գոյացություն
ներում ։

Պարզվել է, որ կա ր բ ա մ ի լֆ ո ս ֆ ա տ ա զա յին ամ են ա բարձր ակտիվությամբ 

®մտված է միկրոսոմալ ֆրակցիան, այնուհետև սին ա պ տ ա ս ո մ ա լ, ապա մի

այն միտոքոնգրիալ ֆրակցիան։ ֆերմենտի այդպիսի բարձր ակտիվության 
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առկայությունը գլխուղեղի միկրոи ոմներոլմ և и ին ա պտ ա и ո մ ե րո ւմ խոսում է 
կարբամ իլֆոսֆատազայի էքստ ր ալի զո и ոմ ալ լոկալիզացիայի մասին։

CARBAMILPHOSPHATASE ACTIVITY IN DIFFERENT PARTS 
OF WHITE RAT BRAIN

R. R. NERSESSIAN, G. T. ADL'NTS

It is shown that in different parts of white rat brain there is an 
active acidic phosphatase which splits carbamilphosphate. Among different 
subcellular formations, isolated from the rat brain, microsomal fractions 
have the highest carbamilphosphatase activity, then come synaptosomes, 
and the activity of mitochondria is rather low.

The high activity of carbamilphosphatase in microsomes and sy
naptosomes confirms the extralysosomal localization of the enzyme.
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