
ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ
БИОЛОГИЧЕСКИЙ Ж У Р Н АЛ АРМЕНИИ

XXXIV, 9, 956—961, 1981

УДК 591.1.05

НЕКОТОРЫЕ КИНЕТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ИЗОФЕРМЕНТОВ 
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Изоферменты аргиназы (I, И, III), выявленные на разных стадиях развития ту
тового шелкопряда, отличаются по молекулярным весам, значениям К„ к Ь-аргинину 
и характеру ингибирования Ь-лизином, 1.-орнитином и Ь-пролнном. II изофермент, 
резко индуцируемый на стадии гусеницы, когда проявляется активность всех фермен
тов орнитинового цикла, в отличие от I, конкурентно ингибируется Е-пролнном и 
неконкурентно I.-лизином и Ь-орнитином.
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Тутовый шелкопряд (ВогпЬух шоп Ь.) является типичным урико- 
телическим организмом, однако в жировом теле гусеницы обнаружены 
все ферменты орнитинового цикла (карбамилфосфатсинтетаза, орни
тинтранскарбамилаза, аргининсукцинатсинтетаза, аргининсукциназа, 
аргиназа). Аргиназа֊ один из ферментов этого цикла, расщепляющая 
аргинин, выявлена во многих тканях насекомого и во все сроки его раз
вития [2, 7, 8].

В предыдущих наших исследованиях было показано, что для каж
дой стадии онтогенеза тутового шелкопряда (грена, гусеница, куколка, 
бабочка) характерен определенный набор изоферментов аргиназы. В 
общей сложности выявляются три изоэнзима фермента. Один из изо
ферментов, четко представленный на стадии гусеницы, вероятно, явля
ется уреотелической формой, ибо сочетается с активностями остальных 
ферментов орнитинового цикла, другие изоэнзимы—неуреотелические и 
имеют другие метаболические функции [1, 18]. Можно предположить, 
что изоферменты аргиназы разных стадий онтогенеза насекомого со
ответственно их метаболической роли будут отличаться физико-хими
ческими свойствами.

Материал и методика. Объектом исследования служили развивающаяся грена, 
гусеница, куколка и бабочка тутового шелкопряда породы АРС-43. Гомогенизацию 
проводили в стеклянном гомогенизаторе типа Поттер-Эльведжема с тефлоновым пес
тиком. Гомогенат готовили на малеинатном буфере (20%). Изоэнзимный спектр ар
гиназы и молекулярные веса выявленных молекулярных форм определяли методом 
гельфильтрации на сефадексе 0-200, последние—на основании элюционного графика 
белков с известными молекулярными весами (пепсина, гемоглобина, алкогольдегидро
геназы, уреазы). Объем колонки—2,5X60 см, объем собираемых фракций—4 мл. Кон
центрацию белка определяли по интенсивности поглощения света при 280 нм
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Из кинетических свойств выявленных молекулярных форм аргиназы определены 
константы .Михаэлиса (К., ) на Ь-аргинин и константы ингибирования (К|). Величи
ну К м (инкубационная среда: глициновый буфер—0,05 М, pH 9,5, МпС12—5 мкмоль, 
объект- 1 мл, Е-аргинин—30—400 мкмоль, общин объем—3 мл) определяли мето
дом Лайнуивера-Берка, К;-графическим методом Диксона [5]. Инкубационная 
среда та же. Е-Аргинин применяли в концентрациях 30—150 мкмоль. В качестве ин
гибиторов аргиназы использовали Е-лизин, Б-орнитин, Б-пролин (1—20 мкмоль).

Результаты и обсуждение. В табл. 1 представлены молекулярные 
веса аргиназ разных стадий онтогенеза тутового шелкопряда. Видно, 
что первый изоэнзим, встречающийся на стадиях грены, гусеницы, ба
бочки. имеет молекулярный вес порядка 220000—280000, второй изо
энзим-80000—100000. Молекулярный вес третьего изоэнзима, выяв
ленного лишь у куколок, равен 60000. Таким образом, изоэнзимы арги
назы тутового шелкопряда по молекулярному весу значительно разли

та б л и ц а 1
Молекулярные веса изоэнзимов аргиназы тутового шелкопряда

Дни развития 1 изоэнзим 11 изээнзим III изоэп им

Грена
7-й день инкубации 

Гусеница
2800С0 80000

3-й возраст 270000 80000
5-й возраст

Куколка
2ЮООО 80и00

5-й день 100000
15-й день

Ба՜ очка
100000 60.00

1-й день 220000 80000

чаются. Согласно литературным данным, молекулярный вес большин
ства аргиназ различного происхождения имеет величины порядка 
100000—120000 независимо от типа экскреции [16], хотя и обнаружены 
организмы с более высокими или низкими молекулярными весами. Так, 
аргиназы урикотелических организмов (птиц, рептилий, насекомых) 
имеют молекулярный вес выше 200G00, тогда как у земляного червя он 
составляет 27000, в молочной железе крысы—42000 [10], в жировом 
теле таракана—70000, у головастика Rana esculenta—80000 [17]. Не
обходимо подчеркнуть, что лишь у земляного червя аргиназа является 
уреотелическим ферментом, остальные—неуреотелические.

Таким образом, у тутового шелкопряда представлены как низкомо
лекулярные, так и высокомолекулярные изоэнзимы аргиназы, которые 
встречаются и в других организмах.

Разумеется, трудно судить о характере аргиназы, основываясь лишь 
на данных о молекулярных весах, ибо неизвестны закономерности, ука
зывающие на взаимообусловленность между метаболической ролью ар
гиназы и ее молекулярным весом. Тем не менее, II изоэнзим, который, 
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очевидно, участвует в процессе мочевинообразования, по своему моле
кулярному весу близок к большинству уреотелических аргиназ.

Изучение кривых зависимости активностей молекулярных форм ар
гиназы от концентрации субстрата (30—400 мкмоль Ь-аргинина) пока
зало, что аргиназы изученных фаз развития тутового шелкопряда соот-

Таблица 2
Кинетические свойства изоэнзи.мов аргиназы тутового шелкопряда

1 изоэнзич II изоэнзим lil изоэнзим

Дни 
развития

Kj֊I0՜3 м

Кга >0

Г рена 
7-й день 
Гусеница 

У возраст, 
7-й день

Куколка 
15-день

Бабочка 
1-й день

ветствуют кинетике Михаэлиса-Ментена. Данные табл. 2 показывают, 
ито К м для 1 изоэнзима равняется 4,0—5,0-10՜ -, для II—1,0—1,3- 
10՜2, а для III—4,7-10 2 М. Итак, все изоэнзимы тутового шелкопря
да близки по сродству к L-аргинину. Можно лишь отметить более вы
раженное сродство второго изоэнзима, который имеет Кн со значения
ми в 3—5 раз меньше по сравнению с таковыми I и III изоэнзимов. Как 
известно, К„ Для большинства уреотелических животных имеет значе
ние порядка 10—30 шМ, а аргиназа печени многих урикотелических 
животных (птиц, рептилий) и Neurospora crassa—порядка 100—200 М. 
II Изоэнзим, который резко индуцируется по мере развития гусениц 
вместе с остальными ферментами орнитинового цикла, по своему вы
сокому сродству к субстрату, близок к уреотелическим ферментам. Тем 
не менее, Кы не является абсолютным критерием, позволяющим опре
делять характер фермента, так как имеются также примеры неуреоте
лических аргиназ (мозга быка и крыс, почек крыс, индуцируемая ар
гиназа печени кур) с высоким сродством к субстрату [4, 11].

Известно, что L-лизин, L-орнитин, L-пролин являются ингибитора
ми аргиназ различного происхождения. В наших исследованиях все 
испытанные аминокислоты оказывали сильный ингибирующий эффект 
на изоэнзимы аргиназы тутового шелкопряда. Определенный интерес 
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представляет ингибирующее влияние пролина, которое было доказано՛ 
в отношении немногочисленных объектов (печени и почек крысы, пече
ни овец, опухоли молочной железы мышей, аэробных инфузорий [2, 5, 
12, 13].

Результаты опытов показывают (табл. 2), что степень ингибирова
ния активности отдельных изоэнзимов несколько варьирует в течение 
развития насекомого. Так, если ингибиция первого изоэнзима под вли
янием пролина на стадии грены составляет 74,0%, то на стадии бабоч
ки—31,0% и т. д. Можно допустить, что эти колебания являются отра
жением возможных модификационных изменений изоэнзимов в зависи
мости от внутриклеточных условий, специфических для данной стадии.

Характер ингибирования изоэнзимов аргиназы аминокислотами, а также констан
ту ингибирования (К ) определяли графическим методом Диксона и Уэбба [6] в 
условиях влияния различных концентраций ингибиторов (L-орнитин, L-лизин, L-npo- 
лин, 1—20 мкмоль) при двух концентрациях L-аргинина (30—150 мкмоль на пробу).

Интересно, что на всех стадиях развития при воздействии на пер
вый изоэнзим L-лизин. L-орнитин и L-пролин одинаково проявляют 
конкурентный характер ингибирования. Второй изоэнзим по характе
ру ингибирования указанными аминокислотами отличается от первого 
тем, что конкурентным ингибитором для него является только L-про
лин. Для третьего изоэнзима (свойственного стадии куколки), как и 
для первого, вес три аминокислоты являются конкурентными ингибито
рами.

Таким образом, выявленные изоэнзимы значительно различаются 
по характеру ингибирования их активностей испытанными аминокисло
тами. Заслуживает внимания неконкурентный характер ингибирования 
1.-лизином и L-орнитином активности второго изоэнзима на всех стади
ях развития тутового шелкопряда. Столь существенная особенность 
кинетики этого изоэнзима, сохраняющаяся в течение всего процесса раз
вития, подчеркивает его индивидуальность и идентичность на разных 
стадиях онтогенеза тутового шелкопряда.

Следует подчеркнуть, что неконкурентный характер ингибирования 
L-лизином и L-орнитином является редко встречающимся явлением. 
Согласно данным литературы, в большинстве случаев аргиназы различ
ного происхождения и ее изоферменты ингибируются аминокислотами 
конкурентно [12, 7, 6]. С другой стороны, все изоэнзимы тутового шел
копряда ингибируются L-пролином конкурентным механизмом, хотя в 
литературе имеются сведения о неконкурентном характере ингибирова
ния L-пролином аргиназ некоторых организмов: аэробных инфузорий 
[6] и молочной железы мышей при низкой концентрации субстрата [13].

Полученные величины К, изоэнзимов приводятся в табл. 2, соглас
но которой и по этому показателю изученные изоэнзимы значительно 
разнятся.

Следует подчеркнуть, что величины К, варьируют незначительно в 
процессе развития насекомого, что свидетельствует о несущественных 
модификационных изменениях изоэнзимов.
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Выявленные величины К, для Լ-орнитниа и Լ-лизина близки соот
ветствующим значениям аргиназ различного происхождения: для Լ-ор- 
нитина-—в пределах 1,5-10 3М для печеночной аргиназы человека и 
крыс [3], аэробных инфузорий [6] и ряда других организмов, для Լ-ли
зина—в большинстве случаев'в пределах 2.5-10՜3 и 6,3-К М. Что 
касается полученной нами величины К; для Լ-пролина (0.6 5,0), то 
она близка соответствующим величинам аргиназ аэробных инфузории— 
8,6-10"3М [6] и значительно ниже значений для почек крыс (35-10 3.Ч) 
{2]. При оценке полученных данных следует учесть, что, согласно дан
ным литературы, факт ингибирования аргиназы Լ-пролином в ряде слу
чаев интерпретируется как доказательство участия фермента в меха
низме биосинтеза пролина из аргинина [23]. Исходя из того, что ар
гиназа Кеигоэрога сгаьза и печеночная аргиназа амфибии до метамор
фоза не гидролизует эндогенный аргинин, авторы предположили воз
можность функционирования их в системе биосинтеза пролина из арги
нина [I, 13]. В отношении аргиназы печени цыплят также высказыва
лось подобное мнение [9]. У крыс в молочной железе в период лакта
ции параллельно с аргиназой активируется и орнитинтрансаминаза, 
способствующая превращению аргинина в пролин [15]. аэробных ин
фузорий один из изоферментов находится под двойным контролем про
лина: не только активность ингибируется пролином, по и репрессирует
ся биосинтез фермента при выращивании в среде, содержащей иролин.

Таким образом, один из обнаруженных изофсрментоЕ аргиназ ту
тового шелкопряда, очевидно, участвует в механизме биосинтеза проли
на из аргинина. В связи с этим следует упомянуть ранее проведенные 
исследования, согласно данным которых в жировом теле у взрослых 
особей (бабочек) резко активируется аргиназа, наряду с повышением 
потребности последних в основном энергетическом субстрате—пролине 
[18]. При сравнении полученных нами данных с результатами иссле
дования ферментов биосинтеза пролина из аргинина и орнитина [1] 
также выявляется коррелятивная связь между ними, указывающая на 
возможное интенсивное функционирование аргиназы тутового шелко
пряда в системе биосинтеза пролипа, особенно на стадии бабочки.
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ԻՋՈՖԵՐՄԵՆՏՆԵՐՒ ՈՐՈՇ ԿԻՆԵՏԻԿԱԿԱՆ ՀԱՏԿՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐ!;

մ Ա ԴԱՎԹՅԱՆ, Տ. Դ. ՀԱՐՈԻԹՑՈՒՆՅԱՆ, Մ. Հ. ԽԱՉԱՏՐՅԱՆ, Ա. Ռ. ՊեՏՐՈՍՅԱՆ

Թթենու շերամի լլարդացմ ան տարբեր փուլերում հայտնաբերված ար- 
դինադայի իզոֆերմենտներր տարբերվում են իրենց մ ոլեկուլյար կշււով. К ՝Д 
նշանակությամբ դելդի Լ֊արդինինր և Լ֊լիղինով, Լ-о րնի թ ին ո վ, Լ-ւցրոլի- 
նով արդելակմ ան բնույթով։ 2֊րդ ի դո՛փ ե րմ են տ ր, որր ինդուկցվոլմ է թրթու֊ 
բային փուլում, երբ հանդես են դայիս օրնիթինային ցիկլի բոլոր ֆերմենտ- 
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ներր, ի տարբերություն առաքինի, \^~պրոլինով ենթարկվում է մրցակցային
արցելակմ ան, այն ցեւցրում, 
ոչ մրցակցային բնույթի է։

երբ \-'1Ւ’1Ւ^,ով L-օրնի թ ին ով արգելակում  ր

SOME KINETIC PROPERTIES OF ISOENZYMES 
OF ARGINASE IN SILKWORM ONTOGENESIS

M. A. DAVTIAN, T. O 11 \RU FUNI AN. M H. KHAC iATRIAN, A. K. PETROSIAN

Isoenzymes of arginase (I, II, III), revealed in silkworm at different 
stages of development differ by molecular welgts (1 — 220009—280000, 
II-80000-100030. 111- 60000), by values of Km to L — arginine 
(1 — 4,0—i.O-IO՜2, 11 — 1,0—1,3-10՜-, III—-4,7 • 10՜2) and by the character 
of Inhibition with L-lysin, L-ornithine and L-proline. II isoenzyme sharp
ly induced at caterpillar stage when the activities of all enzymes of 
ornlthime cycle are displayed unlike the I isoenzyme. Is competitively 
inhibited by L-prollne, whereas L-lysin and L-ornithine show non-com
petitive character.
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