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Изучалось влияние перекиси водорода на активность ферментов орнитинового цик-

ла у плесневых грибов Aspergillus niger R-3. Показано, что  при выращивании плесневых 
грибов  на питательной среде, содержащей Н2О2 в концентрации 0.016 М, резко стимули-
руются ферменты орнитинового цикла (карбамоилфосфатсинтетаза I, орнитинтранскарба-
моилаза, аргининосукцинатсинтетаза, аргининосукцинатлиаза, аргиназа). 

 
Аргиназа – карбамоилфосфат синтетаза I – орнитинтранскарбамоилаза – 

аргининосукцинатсинтетаза – аргининосукцинатлиаза 
 

Ուսումնասիրվել է ջրածնի պերօքսիդի ազդեցությունը Aspergillus niger R-3 բորբոսասնկերի 
օրնիտինային ցիկլի ֆերմենտների ակտիվության վրա: Ցույց է տրվել, որ 0.016 Մ կոնցենտրացիայով 
ջրածնի պերօքսիդ պարունակող սննդամիջավայրում աճեցված բորբոսասնկերի էքստրակտներում 
զգալի խթանվում են օրնիտինային ցիկլի բոլոր 5 ֆերմենտները (կարբամոիլֆոսֆատ սինթետազ I, 
օրինիտինտրանսակարբամիլազ, արգինինոսուկցինատսինթետազ, արգինինոսուկցիանազ, 
արգինազ): 

 
Արգինազ – կարբամոիլֆոսֆատ սինթետազ I – օրինիտինտրանսակարբամիլազ – 

արգինինոսուկցինատսինթետազ – արգինինոսուկցիանազ 
 
We studied the influence of hydrogen peroxide on the activity of urea cycle enzymes in          

Asp. niger R-3 yeasts. It has been shown that the enzymes of urea cycle are stimulated (carbamoyl 
phosphate synthetase I, ornitine transcabamoylase, argininosuccinate synthetase, argininosuccinase, 
arginase) when the yeast grow in a medium containing  0.016 M H2O2. 

  
Carbamoyl phosphate synthetase I – ornitine transcabamoylase – argininosuccinate  

synthetase – argininosuccinase – arginase 
 

Установлено, что перекись водорода в высоких концентрациях (0.1-2.2 ммоль) 
разрушает клеточные структуры, разрушает цепи ДНК [7, 18-20, 22], резко снижает 
содержание нуклеозидтрифосфатов, что приводит к смерти [12], подавляет гликолиз [22]. А 
при низких концентрациях (0.1-50.0 мкмоль), наоборот, стимулирует многие клеточные 
процессы. В частности, H2O2 активирует К+ каналы плазматической мембраны [9-11], 
стимулирует циклооксигеназный путь биосинтеза простагландинов [13], участвует в 
биосинтезе тиреоидных гормонов [4, 5], активирует различные фосфолипазы [6, 14], 
стимулирует активность  тирозин протеинкиназы [8, 21]. 
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Доказано, что Н2О2  в высоких концентрациях (10-2–10-5 М) подавляет рост 

дрожжей Sachar. cerevisiae, а при низких (10-7 М), наоборот, стимулирует их рост 
[3]. Нашими предыдущими исследованиями показано, что Н2О2, добавленная к ин-
кубируемому экстракту плесневых грибов Aspergillus niger R-3 при  концентрации 
0.018 М, резко стимулирует активность L-аминокислотной оксидaзы. Нужно отме-
тить, что исследуемые грибы в ходе проявления ферментативной активности выра-
батывают перекись водорода. Было бы интересно исследовать влияние Н2О2 на ак-
тивность ферментов, не вырабатывающих Н2О2. Перед нами была поставлена зада-
ча исследовать влияние Н2О2 (при концентрации 0.018 М) на активность фермен-
тов орнитинового цикла важнейшего механизма нейтрализации токсического ам-
миака у уреотелических организмов. Известно, что орнитиновый цикл мочевино-
образования открыт Кребсом и Гензелайтом еще в 30-е годы прошлого века. Цикл 
состоит из 5 ферментов, которые вовлекают аммиак в биосинтез мочевины. Пер-
вым ферментом цикла является аммиакзависимая карбамоилфосфатсинтетаза I, 
второй фермент – орнитинтранскарбамоилаза, катализирующая синтез цитруллина 
из орнитина и карбамоилфосфата, третий фермент – аргининосукцинатсинтетаза, 
катализирующая конденсацию цитруллина с аспартатом, в результате чего синте-
зируется аргининосукцинат. Четвертый фермент – аргининосукцинатлиаза катали-
зирует гидролиз аргининосукцината с образованием аргинина и фумаровой кисло-
ты и пятый фермент – аргиназа, гидролизирующая аргинин на мочевину и орни-
тин.  

 
Материал и методика.   В качестве объекта исследований служил плесневой  гриб  

Asp. niger R-3, который используется в производстве лимонной кислоты. Гриб выращивает-
ся в синтетической питательной среде Ролена следующего состава: глюкоза – 2 г., КН2РО4 – 
0.05 г., MgSO4·7H2О – 0.05г., – ZnSO4·7H2О-0.005 г, растворенных в 100 мл водопроводной 
воды. В среду роста добавляли также 0.5 мл 33%-ной Н2О2. В качестве источника азота ис-
пользовали L-аланин – 0.4 г. Посев производилися в 100 мл среде (pH-7.2, 42ºC), выращива-
ние – при 32ºC. Четырехдневная выращенная культура Asp. niger  R-3  подвергалась гомоге-
низации в дистиллированной воде в гомогенизаторе типа Поттера-Эллведжиема (6 мин). 

В первую очередь мы определяли влияние перекиси водорода на активность фер-
ментов карбамоилфосфатсинтетазы и орнитинтранскарбамоилазы, которые катализируют 
биосинтез цитруллина из аммиака, углекислого газа и орнитина. Активность указанных 
ферментов определяли по Браунштейну и сотр. [1]. Клетки разрушали в изотоническом           
растворе KCl. В опытную пробу вносили: 0.5 мл 5%-ного гомогената, АТФ-10мкм, MgSO4 –          
35 мкМ, L-орнитин – 20 мкМ, L-глу – 60 мкМ, NH4Cl – 35 мкМ, NaHCO3 – 30 мкМ и KCl до 
изотонической концентрации среды. Все растворы готовили в 0.05 М K-фосфатном буфере, 
pH 7.2. Общий объем смеси составил 3.5 мл. Инкубация проводилась при 37ºC в течение 
одного часа. Реакцию останавливали добавлением 1 мл 20 % ТХУ. Пробы центрифугирова-
ли  и в надосадочной жидкости определяли цитруллин.  

Цитруллин определяли колориметрическим методом Арчибальда [2]. В пробирку на-
ливали 1 мл надосадочной жидкости, 2,5  мл кислотной смеси (1 часть концентрированной 
фосфорной кислоты и 3 части концентрированной серной кислоты в присутствии  водных 
растворов солей FeCl3, MgSO4) и 0.25 мл 3%-ного раствора диацетилмонооксима. Пробирки 
встряхивали, кипятили в темноте  в течение 45 мин. Пробы охлаждали в течение 10 мин и 
колориметрировали  на СФ-4 при длине волны 478 ммк против контроля на реактивы. 

В качестве дополнительного метода определения биосинтеза цитруллина проводили 
арсенолиз цитруллина, который катализируется  орнитинтранскарбамоилазой [17]. В про-
бирку наливали 0.5 мл гомогената, приготовленного  на воде, и 1.5 мл раствора, содержаще-
го 100 мкМ L-цитруллина и 500 мкМ мышьяковокислого натрия, нейтрализованного до          
pH 6.8-7.1. Инкубацию проводили при 37ºC в течение одного часа. Реакцию останавливали 
добавлением 0.5 мл 15 % ТХУ. Аммиак определяли микродиффузионном методом. 

Аргининосукцинатсинтетазную и аргининосукциназную активность определяли ме- 
тодом Ратнер и Паппас [16]. Гомогенат готовили в 0.05 M калий-фосфатном буфере, pH 7.2. 
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В опытную пробу вносили:  0.05 мл 5%  гомогената  АТФ – 10мМ,  MgSO4 – 10 мкМ, 
L-цитруллина – 20 мкМ, янтарной кислоты – 20 мкМ, L-аспартата – 20 мкМ, 20 ед. aрги-
назы. Общий объем смеси составлял 3.9 мл. Инкубацию проводили при  37°С в течение од-
ного часа. Определение образовавшейся при этом мочевины проводили методом Арчибаль-
да [2]. 

Аргиназную активность определяли методом Ратнер с небольшими изменениями [15]. 
К 1 мл исследуемого экстракта плесневых грибов  добавляли 5 мкМ MnCl2 (в 0.2 мл воды),              
1.4 мл 0.04 М глицинового буфера (pH-9.5) и 50 мкМ L-аргинина (в 0.4 мл глицинового 
буфера).  После 1-часовой инкубации реакцию приостанавливали добавлением 1 мл 15% ТХУ, 
спустя 20 мин центрифугировали и в надосадочной жидкости определяли мочевину. 
Активность фермента выражали в микромолях образовавшейся мочевины на 1 г мицелия.   

 
Результаты и обсуждение. В первой серии исследований мы изучали био-

синтез цитруллина в экстрактах плесневых грибов,  выращенных на средe, содержа-
щей 0.016 М Н2О2. Соответствующие данные приведены в табл. 1. Как видно из дан-
ных табл. 1,  при инкубировании экстракта грибов в присутствии указанных в мето-
дической части субстратов проявляeтся  активность карбамоилфосфатсинтетазы и 
орнитинтранскарбамилазы, а именно при часовой инкубации экстракта синтезирует-
ся 1,1 мкмоль цитруллина на 1 г мицелия, в то время как при инкубации экстрактов 
грибов, выращенных в присутствии Н2О2, резко стимулируются вышеуказанные 
ферменты (в  4.3 раза),  и образовавщийся цитруллин составляет 4,8 мкмоль на 1 г 
мицелия. В качестве дополнительного метода определения орнитинтранскарбами-
лазной активности проводили арсенолиз цитруллина. Как показывают полученные 
данные, при высоких концентрациях мышьяковокислого натрия (500 мкМ) из цит-
руллина образуется аммиак, количество которого составляет 9,1 мкмоль на 1 г мице-
лия, а под влиянием Н2О2 арсенолиз активируется в 3,6 раза. 

 
Табл. 1. Влияние перекиси водорода на активность ферментов 
карбамолифосфатсинтетазы и  орнитинтранскарбамоилазы у 

плесневых грибов Aspergillus niger R-3  (n=5, p<0.05) 
 

Питательная среда 
Ролена 

Карбамолифосфатсинтетаза и  
орнитинтранскарбамоилазa 

(мкМ цитруллин на 1 г мицелия)

Арсенолиз цитрулина 
(мкМ NH3 на 1 г мицелия) 

Без Н2О2 1,1±0.001 9,1 ±0.001 
0.016 М Н2О2 4,8±0.001 32,9 ± 0.015 

 
Таким образом, помимо L-аминокислотной оксидазы, резко стимулируется 

активность карбамолифосфатсинтетазы и  орнитинтранскарбамоилазы. Данные 
табл. 2 показывают, что Н2О2 стимулирует также аргининосукцинатсинтетазную и 
аргининосукциназную активность экстрактов в 3.7 раза.  

В следующей серии экспериментов исследовали  влияние Н2О2 на активность 
аргиназы плесневых грибов. Данные табл. 3 показывают, что аргиназная активность 
резко стимулируется в присутствии Н2О2 в питательной среде роста дрожжей. Так, 
без Н2О2 аргиназная активность составляет 193.2 мкМ мочевины на 1 г мицелия, а в 
присутствии Н2О2  –  907.5 мкМ мочевины на 1 г мицелия. 

Обобщая приведенные данные, можем заключить, что Н2О2 стимулирует 
все ферменты орнитинового цикла у плесневых грибов Aspergillus  niger R-3. При- 
чем степень стимуляции в отношении различных ферментов различна. Очевидный 
интерес представляет тот факт, что стимулируются перекисью водорода не только  
Н2О2, вырабатывающие ферменты (оксидаза L-аминокислот), но и ферменты, не 
вырабатывающие Н2О2. 
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Табл. 2. Влияние перекиси водорода на активность ферментов 

аргининосукцинатсинтетазы и аргининосукциназы у 
плесневых грибов Aspergillus  niger R-3  (n=5, p<0.05) 

 
 
 

 
 
 

 
Табл. 3. Влияние перекиси водорода на активность аргиназы 

у плесневых грибов Aspergillus  niger R-3  (n=5, p<0.05) 
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