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УДК 616—001—17:577.161.3:547.915.5ВЛИЯНИЕ ВИТАМИНА Е НА жирнокислотный СОСТАВ ФОСФОЛИПИДОВ МОЗГА КРЫС ПРИ ОЖОГОВОЙ БОЛЕЗНИ
М. И. АГАДЖАНОВ, Л. Н. ЕРИЦЯН, А. И. ЧЕРКАСОВ, В. Г. МХИТАРЯН

Изучалось влияние ожога на жнрнокислотный состав фосфолипидов, выделенных 
из мозга крыс в различные сроки после травмы. Показано, что после ожога содержа
ние арахидоновой кислоты снижается. Введение витамина Е по 1 мг/кг внутрибрю
шинно в целом нормализует содержание жирных кислот в фосфолипидах, в том числе 
и арахидоновой.Ожоговая болезнь, являясь заболеванием со сложным патогенезом, сопровождается нарушениями функций различных органов и систем, в том числе и головного мозга. Известно, что в патогенезе ее определенную роль играют липидные перекиси [1], которые, являясь агрессивными соединениями, в значительной степени способствуют развитию характерной клинической картины. Усиление липидной пероксидации после ожоговой травмы приводит к снижению содержания таких важных субстратов, как а-токоферол [2] и фосфолипиды [3, 4]. На искусственных бислойных фосфолипидных мембранах было показано значительное повышение их проницаемости при ожоговой травме [51. Известно, что в структуре клеточных мембран важная роль принадлежит фосфолипидам, в частности их жирнокислотному составу [6, 7]. Наличие полиеновых жирных кислот в фосфолипидах мембран придает последним наибольшую устойчивость [8, 9]. Согласно гипотезе Диплока и Луци [10], стабилизация клеточных мембран осуществляется за счет специфического физико-химического взаимодействия между остатками полиеновых жирных кислот фосфолипидов, главным образом производных арахидоновой кислоты, и фитильной боковой цепью витамина Е. В то же время ненасыщенные жирные кислоты фосфолипидов, в частности полиненасыщенные жирные кислоты (главным образом арахидоновая кислота), являются основными субстратами перекисного окисления липидов [11].Таким образом, качественный состав жирных кислот фосфолипидов играет важную роль в проницаемости мембран и оказывает влияние на их стабильность. В связи с этим было интересно изучить изменения в жирнокислотном составе фосфолипидов мозга при ожоговой болезни, а также влияние экзогенного а-токоферола на этот процесс.

Материал и методика. Опыты ставили на белых крысах-самках весом 120—160 г. 
Ожоги III —III6 степени 12—15% поверхности тела вызывали погружением задних 561



лапок животного в воду, имеющую температуру 80°, на 10 сек. Части животных 
внутрибрюшинно вводили витамин Е (ц-токофернлацетат, который в организме гид
ролизуется до ц-токоферола [ Г2]) в дозе 1 мг/кг веса сразу после՜ ожога, а затем 
через 3, 7, 12 дней.

Исследования проводили через 1 час, I, 3, 7 и 15 дней после ожога. Липиды 
экстрагировали из мозга, не изменяя их структуры при разрушении липопротеидных 
комплексов и гликолипидных связей [13, 14].

Выделенные липиды фракционировали методом тонкослойной хроматографии. 
Фосфолипидную фракцию подвергали щелочному гидролизу, жирные кислоты метили
ровали и выделенные метиловые эфиры подвергали дополнительной очистке в смеси 
днэтиловый эфир—петролейный эфир (1:9). Метиловые эфиры жирных кислот анали
зировали методом газо-жидкостной хроматографии на хроматографе «Цвет-5» с ка
пиллярной колонкой диаметром 0,35 мм длиной 40; неподвижная фаза—полипропп- 
леиглпкольадипинат, газ-носитель—водород, температура колонки—202°, темпера
тура испарителя—275°, детектор ионизационный. Время анализа 150—170 мин. Для 
интерпретации хроматограмм использовали метод Андреева и др. [16]. Содержа
ние каждой жирной кислоты рассчитывали в процентах к сумме всех кислот, прини
маемой за 100%.

Результаты и обсуждение. Полученные данные свидетельствуют о том, что в фосфолипидах мозга интактных крыс имеются 24 жирные кислоты, причем на долю С10;0 (пальмитиновая) приходится 13,86, С18:0 (стеариновая) —18,74, СИ։0 (лигноцериновая)—18,85, С18;1 (олеиновая)—18,84, (арахидоновая) —14,57 и С i2.6 (докозагексаено- вая)—1,39%, т. е. названные 6 кислот составляют 86% общего количества всех кислот фосфолипидов мозга.Ожоговая травма приводит к определенному изменению в соотношении отдельных жирных кислот (табл. 1). Интересно, что при этом
Изменения в содержании жирных кислот в фосфолипидах мозга крыс 

после ожоговой травмы, %

Таблица 1

Кислота Контроль] Через
1 час

Через
1 день

Через 
3 дня

Через 
7 дней

Через 
15 дней

Cl6:0
С|8:0
С18:1
С10:4
Сз2:6
Сз4:О

13,86+0,87
18,74+0,51
18.84+0,43
14,57±0,12
1,39+0,11

18,85+0,48

14,83+1,0 
16,71+1,06 
21,69+0,3 
16,31+1,0
0,7 +0,02 

11,79+1,02

17,23+1,74 
15,29+0,79 
22,09+2,48
14,02+1,5
0,68+0,17

13,29±0,8

13,98+0,74
20,0 ±0,75
20,45+0,63
13,68+0,74 
0 59±0,<՝9

17,35+1,6

22,58+1,2
21,72+1,0
24.41+1,25
10,0 ±0,8
1,42+0,23
7,73+0,75

13,28+1,5
29,99+3,2
11.96+2,6
19,85+2,07
0,62+0,14

14,06+2,4содержание С24.0 снижается во все исследуемые сроки соответственно на 39, 28, 6, 60 и 23%. Что касается СМ։4։ то количество ее через 1 час после ожога увеличивается на 12%, через 1 и 3 дня несколько снижается, через 7 дней уменьшается на 30% и к 15-му дню вновь возрастает на 35%. Содержание СИ:6 при этом уменьшается через 1 час, 1 и 3 дня после ожога соответственно на 50, 51 и 58%, через 7 дней нормализуется и к 15-му дню вновь уменьшается на 56%. Определенные изменения происходят в содержании остальных кислот.Введение витамина Е по указанной схеме способствует нормализации содержания С20։1 и С24։0 однако уровень СЯ:6 остается низким (табл. 2).562



Влияние ц-юкоферола (1 мг/кг) на содержание жирных кислот 
в фосфолипидах мозга крыс после ожоговой травмы, %

Таблица 2

Кислота Контроль Через 
1 час

Через
1 день

Через 
3 дня

Через 
7 дней

Через 
15 дней

С16:0 
С18:0 
С18:; 
С 20:4 
С։2:6 
С24:0

13,88+0,8 
18,74+0,51 
18.84ztO.43 
14,57+0,12 
1.39+0,11

18,85+0,48

16,62+2,0
21,76+0,5
21,89±0,4
14,05+1.6
1,44+0,2

11,82±1,05

18,38+2,2
18,24±0,3
20,21+1,0
13,50 ±0.86
0>83±0,13

15,22±1,2

12,11+1,3
19,40+0,7
19,04+1,01
15,38+0,64
0,43+0,05

19,10±0,5

14,70+1,2 
17,93 4-0,4
20,41+0,4
12,8 ±0,34 
0,73+0,05

20,92+0,9

14,80+0,7
17.92+0,1
19,70+0,5
13.93+0,7
0,53+0,1

19,99+0,8Таким образом, высокое содержание полиненасыщенных жирных кислот в фосфолипидах мембран, хотя и обеспечивает высокую устойчивость их, однако создает предпосылки для усиления процесса перекисного окисления липидов. Последние окисляют полиеновые жирные кислоты, вследствие чего количество их в фосфолипидах уменьшается. Эти изменения сопровождаются уменьшением содержания эндогенного а-токоферола в мозге [2]. При этом проницаемость клеточных мембран повышается, что было показано на бислойных фосфолипидных мембранах, сформированных из фосфолипидов, выделенных из органов обожженных животных. Эти изменения соответствуют исключительно высокому уровню липидной пероксидации, отмеченному при этом в различных органах животных.Интересно, что содержание арахидоновой кислоты через 15 дней после ожоговой травмы вслед за уменьшением вновь повышается. Такое изменение в содержании С20;4 вследствие усиления ее синтеза, на фоне уменьшения количества других полиеновых жирных кислот (С22;В), является компенсаторной реакцией [16, 17], направленной на поддержание высокого уровня этой кислоты для обеспечения биосинтеза простагландинов.Нормализующее действие витамина Е, вводимого с лечебной целью, объясняется подавлением липидной пероксидации [1], предотвращением окисления полиеновых жирных кислот [18], в частности арахидоновой кислоты. Витамин Е, очевидно, включается в специфическое взаимодействие с ненасыщенными жирными кислотами фосфолипидов [19], что и приводит к нормализации проницаемости мембран и других изученных показателей.Авторы выражают благодарность Е. К. Алимовой и А. Т. Аства- цатуряну за внимание и содействие в выполнении данной работы.
Ереванский государственный медицинский институт Поступило 18.IV 1978 г.
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Ուսումնասիրվել է առնետների մոտ այրվածքից հետո տարբեր ժամկետ
ներում ուղեղից անջատված ֆոսֆոլիպիդների ճարպաթթվային կազմը և ցույց 
է տրվել, որ այրվածքից հետո ֆոսֆոլիպիդներում իջնում է արախի դոնս։ թթվի 
քանակը։

Վիտամին ՕԼ-ի ներորովայնային ներարկման դեպքում (1 մգ/կգ քաշին) 
կարգավորվում է ֆոսֆոլիպիդներում ճարպաթթուների, այդ թվում նաև արա֊ 
խիդոնաթթվի քանակը։

THE EFFECT OF VITAMIN E ON FATTY ACID CONTENTS OF CEREBRAL PHOSPHOLIPIDS IN RATS DURING BURNS
M. I. AOADJANOV, L. N. YER1TS1AN, A. I. CHERKASSOV,

V. O. MKHITARIANThe effect of burns on fatty acid contents of phospholipids isolated from the brain of rats has been studied after different periods of trauma. It is shown that rhe contents of arachidonic acid is decreased after burns. Vitamin E, administered 1 mg/kg intraabdominally normalizes on the whole the contents of fatty acids in phospholipids including arachidonic acid.
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СОДЕРЖАНИЕ КАТЕХОЛАМИНОВ В СИНАПТОСОМАХ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ 

состояниях цнс
| Г. С. ХАЧАТРЯН, Л. А. СТЕПАНЯН

Исследовались сдвиги в содержании норадреналина и андреналина в сннаптосо- 
мах головного мозга крыс при естественных физиологических воздействиях. При пи
щевом и условнорефлекторном пищевом возбуждении отмечается увеличение их ко
личества. Условнорефлекторное пищевое торможение вызывает уменьшение содер
жания норадреналина, количество адреналина в синаптосомах при этом не меняется.

В нейрогуморальной регуляции физиологических функций организ
ма особое место занимают катехоламины, серотонин и другие физио
логически активные вещества. Катехоламины являются важнейшими 
трансмиттерами в адренергической рецепции и регуляторами приспо
собительных реакций организма. Они создают возможность для быстро
го адекватного перехода организма из состояния покоя в состояние 
возбуждения или торможения, что вытекает из их свойства нервной 
регуляции, а также быстро и интенсивно ускорять обменные процес
сы. Обмен катехоламинов связан с функциональным состоянием нерв
ной системы. Существует определенная связь между содержанием их 
в головном мозге и поведением животных. В настоящее время есть 
много данных о влиянии биогенных аминов на условнорефлекторную 
деятельность, об их участии в процессах воспроизведения и сохранения 
памятного следа [1—8]. Катехоламины влияют на соотношение про
цессов возбуждения и торможения в коре и подкорковых центрах голов
ного мозга. Многочисленны исследования, свидетельствующие о медиа
торной роли норадреналина в ЦНС. Как эндогенный, так и меченый 
норадреналин при центрифугировании в градиенте плотности сахарозы 
сконцентрирован во фракции нервных окончаний [9—10]. За послед
ние годы в литературе появились некоторые данные, говорящие о на
личии адреналина в ЦНС и его медиаторной роли [11 — 13]. Вопрос о 
трансмиттерной роли адреналина и поныне остается дискуссионным, 
требующим глубокой научной разработки.

Несмотря на наличие ряда исследований в области биохимии ка
техоламинов и серотонина, раскрытия механизмов их участия в спе
цифической рецепции, роль этих соединений в химической передаче 
нервных импульсов до конца не выяснена. Много неясного и противо
речивого также относительно роли катехоламинов в процессах науче
ния, восприятия, памяти и других реакций поведения животных [14, 15]. 
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В наших прежних исследованиях были выявлены значительные 
сдвиги в содержании норадреналина и адреналина и активности моно- 
аминоксидазы в целом мозге и его различных отделах в условиях 
естественных физиологических воздействий [11, 12].

Для выяснения причин мобилизации, связывания и обмена транс
миттеров адренергической природы в субклеточных частицах мозга 
при различных функциональных состояниях ЦНС ставилась задача 
изучить содержание норадреналина и адреналина в синаптосомах 
головного мозга при естественных физиологических воздействиях.

Материал и методика. Исследования были проведены на белых крысах-самцах 
весом 150—180 г в четырех сериях экспериментов. Различные функциональные состоя
ния мозга вызывали методом условных рефлексов. Для фиксации и регистрации био
химических сдвигов в мозге при том или ином функциональном состоянии применяли 
метод замораживания подопытного животного в жидком азоте в требуемый момент 
функциональной активности мозга в условнорефлекторной камере УР.К-66 [16]. Пер
вая серия служила в качестве контроля. У крыс второй серии вырабатывали пищевое- 
возбуждение, безусловным раздражителем служило кормление их сахарозой, из рас
чета 0,4—0,5 г па 100 г веса животного. В третьей серии вырабатывали условный: 
рефлекс по отставленному способу. В четвертой вырабатывали внутреннее торможенпе- 
методом угашения.

Синаптосомы были выделены по методу Маршбанка [17]. После осаждения ядер 
при 1000 g падосадочцую жидкость центрифугировали на центрифуге Spinco L 2 65 К 
при 18000 g. В осадок выпадали «грубые митохондрии», которые гомогенизировали ц 
0.7 М растворе сахарозы и центрифугировали в течение 2-х час при 60000 g. Осаж
денные митохондрии гомогенизировали в 1,2 М растворе сахарозы п центрифугировали 
2 часа при 60000 g. В осадок выпадали чистые митохондрии. Надосадочную жид
кость разводили в 3,75 раза и центрифугировали 30 мин при 30000 g, в растворе по
лучали миэлиновые фрагменты, в осадок выпадали синаптосомы. Осадок гомогенизи
ровали в 10 мл бпдистиллированной воды, прибавляли 0,52 мл 57% НС104, 1 мл. 0,2 М. 
ЭДТА и оставляли на холоду. В дальнейшем катехоламины определяли по методике 
Крута [18]. Адсорбцию проводили в суспензии окиси алюминия. Адсорбированные 
на окиси алюминия катехоламины количественно переносили на хроматографическую 
колонку (12ХЮ0 мм), элюировали 0,2 N уксусной кислотой. В качестве окислителя 
применяли феррицианид калия. Для определения содержания норадреналина реак
цию проводили при pH 6,2, адреналина—при pH 4,2. Параллельно ставили также ре
акцию со стандартами норадреналина и адреналина (1-arterenol biiartarat, 1-epl- 
= ephrine bitartarat) марки Sigma. Флуорометрическое определение катехоламинов 
проводили на спектрофотофлуорометре, сконструированном Г. С. Хачатряном и др. 
[11]. Количество норадреналина и адреналина выражали в мкг на 1 г свежей мозго

вой ткани.

Результаты и обсуждение. Данные о сдвигах в содержании норад
реналина приведены в табл. 1, согласно которой этот показатель в 
синаптосомах мозга составляет 0,092±0,0003 мкг/г ткани. Полученные 
результаты в основном согласуются с литературными данными [19].

Функциональные состояния вызывали значительные изменения в 
jtom показателе. Как видно из данных той же таблицы, содержание нор
адреналина при пищевом возбуждении повышается, составляя 0,117± 
±0,006 мкг/г. Такое же повышение отмечается при условнорефлектор
ном возбуждении (0,117±0,01 мкг/г против 0,092±0,0003 мкг/г в контро
ле). По сравнению с данными контрольных опытов содержание норад-
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( Таблица I
Содержание норадреналина в синаптосомах головного мозга при 

различных функциональных состояниях, мкг/г ____

Контроль
Пищевое воз

буждение
Условнорефлек
торное пищевое 

возбуждение

Условпорефлек- 
торное пищевое 

торможение

Мн- 0.092+0,0003 0,117+0,006 0,117+0,01 0,065+0,003

п 8 6 9 6

б ±0,014 +0,03 ±0,022

р <0,01 <0,05 <0,05

реналина в синаптосомах при возбуждении повышается на 30%. Ана
логичное повышение при указанном состоянии отмечалось нами также 
в целом мозге, в лобной и теменной с височной долях коры головного 
мозга [11].

Таким образом, мы пришли к заключению, что возбудительный 
процесс, выработанный на базе естественных физиологических воздей
ствий, сопровождается повышением содержания норадреналина как в 
целом мозге, его различных отделах, так и в синаптическом аппарате.

Условнорефлекторное торможение вызывает понижение содержа
ния норадреналина в синаптосомах мозга, а также в целом мозге.

Большой интерес представляют результаты исследований, касаю
щиеся сдвигов в содержании адреналина в синаптосомах мозга при 
различных функциональных состояниях (табл. 2).

I Та бли ца 2
Содержание адреналина в синаптосомах головного мозга при различных 

функциональных состояниях, мкг/г ।

Контроль Пищевое воз
буждение

Условнорефлек
торное пищевое 

возбуждение

Условнорефлек
торное пищевое 

торможение

м± 0,024+0,003 0,03±0,001 0,034+0.001 0,029x0,002
11 12 7 7 7
б +0,001 ±0,001 +0.007
р <0,001 <0,001 >0,05

Результаты наших предыдущих исследований показали, что в це
лом мозге при пищевом и условнорефлекторном пищевом возбуждении 
содержание адреналина значительно, в 3—4 раза, повышается. Такое 
же изменение количества адреналина отмечается в синаптосомах 
головного мозга, однако в последних опо, хотя и достоверное, но не 
столь значительное. При внутреннем торможении заметных сдвигов в 
содержании адреналина в синаптосомах не отмечалось, хотя в целом 
мозге имело место недостоверное повышение его. Такое значительное 
различие в количестве адреналина в синаптосомах, в особенности при 
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торможении, при котором оно особым изменениям не подвергается, 
косвенно указывает на менее важную роль его, по сравнению с норад
реналином, в адренергической рецепции мозга при торможении.

Таким образом, обобщая результаты исследований, можно отме
тить, что в синаптосомах, как и в целом мозге, возбуждение вызывает 
повышение содержания норадреналина и адреналина, а торможение— 
только снижение количества норадреналина.

Результаты наших исследований представляют определенный ин
терес, особенно данные о сдвигах в содержании адреналина в синапто
сомах, так как в доступной нам литературе мы не встретили сведений о 
наличии и количестве его в синаптосомах. Это тем более важно, что 
присутствие адреналина в головном мозге некоторыми исследователя
ми оспаривается [20], хотя в последнее время в головном мозге была 
обнаружена фенилэтаноламин-Ы-метилтрансфераза, ответственная за 
синтез адреналина из норадреналина как in vitro, так и in vivo. Име
ются также работы относительно распределения адреналина в голов
ном мозге [21, 22].

Повышение содержания адреналина в синаптосомах мозга, выяв
ленное при пищевом и условнорефлекторном возбуждении, может 
иметь значение для выяснения как метаболической, так и медиаторной 
роли его в ЦНС. Полученные данные могут в какой-то мере служить 
подтверждением выдвинутой нами гипотезы относительно медиаторной 
роли адреналина в головном мозге [11, 12].

Нужно отметить, что, хотя в настоящее время имеется много био
химических и фармакологических исследований, посвященных участию 
норадренергических структур в выработке условнорефлекторных ре
акций, влиянию катехоламинов на поведение, однако часто приводятся 
противоречивые и спорные результаты [23].

Введение ингибиторов дофамин-р-гидроксилазы у мышей и крыс 
приводит к уменьшению норадреналина и ухудшению памяти, к 
замедлению приобретения условнорефлекторной реакции избегания, 
приче.м ее сохранение зависит от соотношения уровней биогенных ами
нов, находящихся в разных пулах метаболизма, от скорости их обмена 
[24, 25]. Противоположный эффект оказывает введение в мозг норад
реналина [26]. Есть много работ о связи норадренергической системы 
мозга с процессами самостимуляции, для поддержания которой необ
ходим норадреналин [27]. Фармакологически обусловленные сдвиги в 
обмене катехоламинов оказывают влияние на эмоциональное, условно
оборонительное поведение,, на процессы формирования и воспроизведе
ния следов памяти. Истощение резервов норадреналина в мозге крыс 
сопровождается снижением синтеза ядерной РНК, а накопление цереб
рального норадреналина ускоряет этот процесс [28]. У крыс, обучен
ных рефлексу, тестирование после предварительного введения инги
битора синтеза норадреналина вызывает достоверное уменьшение его 
•содержания в норадренергических терминалях [29].

Нужно отметить, что во всех упомянутых работах сдвиги в содер- 
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жанип норадреналина, которые приводили к нарушению условнореф
лекторной деятельности, вызывались введением тех или иных препара
тов Полученные нами результаты интересны и важны в том отноше
нии что касаются обмена катехоламинов при воздействии адекватных 
раздражителей, максимально приближенных к естественным. Резуль
таты нашей работы указывают на то, что в воспроизведении условно- 
рефлекторных реакций участвуют также норадренергические термина
ли головного мозга. В связи с полученными данными возникает вопрос 
о биохимических механизмах, вызывающих подобные сдвиги. Для от
вета на этот вопрос нужно исследовать изменения активности фермен
тов, ответственных за синтез и распад катехоламинов, а также процес
сы высвобождения и обратного связывания в условиях естественных 
физиологических воздействий, что явится задачей наших дальнейших 
исследований.
Ереванский государственный

медицинский институт Поступило "18.11 1978 г.

ԿԱ8ԵԽՈԼԱՄԻՆՆԵՐԻ ՊԱՐՈՒՆԱԿՈՒԹՅՈՒՆԸ ԳԼԽՈՒՂԵՂԻ 
ՍԻՆԱՊՍՆԵՐՈՒՄ ԿՆՀ ՏԱՐՐԵՐ ՖՈՒՆԿՑԻՈՆԱԼ ՎԻՃԱԿՆԵՐՈՒՄ

Գ. Ս. ԽԱՉԱՏՐՅԱՆ, Լ. 2. ՍՏԵՓԱՆՏԱՆ

Բնական, ֆիզիոլոգիական գրգռիչների ազդեցության պայմաններում 
սպիտակ առնետների գլխուղեղի սինապտոսոմներում ուսումնասիրվել են 
նորադրենալինի և ադրենալինի քանակական տեղաշարժերը)

Հետազոտվող նյութերի անջատման և որոշման համար կիրառվել է սյու
նային քրոմ ատո գրաֆիա և սպեկտրոֆոտոֆլուորոմետրիալ Հետազոտություն
ները ցույց են տվել, որ սննդային և պայմանական սննդային դրդման ժա
մանակ սինապտոսոմներում ավելանում է նորադրենալինի և ադրենալինի 
քանակը։ Պ այմանական սննդային արգելակման ժամանակ սինապտոսոմ- 
ներում պակասում է նորադրենալինի պարունակությունը, իսկ ադրենալինի 
քանակը չի փոխվում։

THE CONTENTS OF CATECHOLAMINS IN THE BRAIN 
SINAPTOSOMES AT DIFFERENT FUNCTIONAL STATES OF THE 

CENTRAL NERVOUS SYSTEM

G. S. KHACHATR1AN, L. H. STEPANIAN

Changes in noradrenaline and adrenaline contents in the rat brain 
sinaptosomes have been studied at the natural physiological effects. The 
increase of noradrenaline and adrenaline contents has been noted during 
the alimentary and conditioned alimentary stimulation. The conditioned 
alimentary inhibition causes the decrease In the noradrenaline level. The 
adrenaline contents in sinaptosomes remains unchanged at this state.
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֊այաստանի կենսաբանական հանդես
биологический ЖУРНАЛ АРМЕНИИ------------------------------------------------XXXI, 6, 1978

УДК 616.153.1:577.158.347
ВЛИЯНИЕ МОЧЕВИНЫ НА КОНФОРМАЦИЮ И 

КАТАЛИТИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ
ГЛУТАМАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ

I Л. В. КАРАБАШЯН, н. Г. ЭКИЗЯН, С. Г. МОВСЕСЯНИзучено влияние мочевины на конформационные состояния и каталитическую активность глутаматдегидрогеназы (ГДГ). Методом кругового дихроизма показано, что взаимодействие фермента с коферментами и субстратами практически не отражается на устойчивости ГДГ в отношении денатурирующего действия мочевины. Инактивация фермента под влиянием мочевины происходит в 2 стадии: первая является обратимой и не сопровождается изменением вторичной структуры ГДГ, вторая представляет собою необратимый процесс и является следствием денатурации ГДГ. Исследование некоторых физико-химических и каталитических характеристик фермента в присутствии мочевины показало, что обратимая инактивация ГДГ происходит в результате влияния мочевины на каталитический центр фермента.
Согласно представлениям Тенфорда [1], денатурация белков 

под действием мочевины может быть представлена как динамическое 
равновесие между нативной (Ы) и денатурированными (Д) формами 
фермента, не обладающими каталитической активностью. Однако поте
ря ферментом каталитической активности может предшествовать кри
тическому конформационному переходу Ы—Д, вызванному действием 
денатурирующего агента, как это наблюдалось на ряде ферментов 
под влиянием нейтральных солей [2]. Такого рода эффекты могут 
быть обусловлены тем, что область активного центра фермента не 
вовлекается в систему кооперативных связей, поддерживающих упо
рядоченную конформацию белковой глобулы в целом. В этом случае 
структура активного центра фермента может принимать участие в 
флуктуациях локального характера, которые отражаются на функ
циях фермента, но не затрагивают конформацию макромолекулы в 
целом.

Настоящая работа посвящена изучению влияния мочевины на 
конформационные состояния и каталитические свойства ГДГ с целью 
выяснения некоторых сторон механизма инактивации этого фермента.

ГДГ катализирует обратимую реакцию окислительного дезами
нирования глутамата с образованием а-кетоглутарата и аммиака. Ми
нимальная по молекулярному весу каталитически активная едини
ца фермента представляет собою олигомер, состоящий из шести иден
тичных протомеров с молекулярным весом 56000 [3]. В зависимости 
от условий среды (температура, ионная сила, концентрация) олиго-
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меры ГДГ способны ассоциировать в линейные полимеры с молеку
лярным весом до 2Х106 [4]. При этом наблюдается прямая корреля
ция между молекулярным весом ассоциата, его удельной активнос
тью и специфичностью [4, 5]. Для исключения влияния ассоциация 
гексомеров ГДГ на исследуемые свойства эксперименты проводили на 
уровне олигомеров. В соответствии с поставленной целью концентра
ция ГДГ не превышала 5Х1О~7М, при которой равновесие между 
ассоциированной формой олигомеров и индивидуальными олигомера
ми резко сдвинуто в сторону последнего [4].

Материал и методика. Использовали кристаллический препарат ГДГ фирмы «Пика» (Швейцария), суспензированный в насыщенном растворе сульфата аммония, который перед употреблением центрифугировали и очищали от низкомолекулярных, соединений на колонке 1X20 см сефадекса С-25. Дифосфопиридиннуклеотид в окисленной и восстановленной формах (НАД и НАДН), а-кетоглутарат (сс-КГ), глутамат, хлористый аммоний и мочевину производства «Sigma» (США) применяли без՝ дополнительной очистки.Концентрацию реагентов определяли спектрофотометрнчески, используя следующие молярные коэффициенты экстинкции при нейтральных значениях рН.'Е 280 нм = =52000 [6]; е 340 нм=6200 и е 2во нм =17400 [7] для протомеров ГДГ, НАДН и НАД соответственно, а концентрацию мочевины—с помощью рефрактометра ИРФ-22. Степень денатурации фермента под действием мочевины определяли по уменьшению՝ амплитуды кругового дихроизма (КД) при 223нм (в области поглощения пептидных связей в (х-сппральной конформации). В качестве показателя степени денатурации использовали параметр [6]и.'[0]о, где [0]о—эллиптичность ГДГ в буферном растворе, а [0]м— эллиптичность в растворе мочевины с молярной концентрацией М.Спектры КД снимали на дихрографах «ЕиззеЬЛоиап II» или «<1оЬ1п—.Коп III» при чувствительности 10~5 и 5Х1О~6 соответственно. Поглощение исследуемых образцов не превышало 1,5 о. е. В зависимости от концентрации длину оптического- пути образцов варьировали от 0,5 см до 2 см. Разностные спектры поглощения снимали, используя прецезионную шкалу 0,—0,1 или 0—0,5 о. е. спектрофотометра Сагу— 118 с помощью тандемной схемы из кювет с длиной оптического пути 1,000 см.Константу диссоциации комплексов ГДГ с НАД и НАДН определяли по сле-Кб + [ЕЦ- [Ц - /(Кб + [Е] + [Е])’Х4 [Е]:[Е]. дующему соотношению: ДА = Де х ----------------------------------------------------------------------- -где ДА—разностная оптическая плотность, Кб—константа диссоциации, [Е] и [Ь] — тотальные концентрации фермента и лиганда соответственно и Де—молярный коэффициент разностной экстинкции. При определении Кб конечная концентрация фермента в смеси с лигандом, в отличие от остальных экспериментов, составляла 10 ~5 М_Начальные скорости реакции восстановительного аминирования а-КГ и окислительного дезаминирования глутамата определяли по изменению экстинкции в максимуме поглощения НАДН (340 нм), используя шкалу 75—125% или 100—80% спектро֊ фотометра «Бресогб» в течение 1—2 мин после начала реакции. Измерения активности проводили в кювете с длиной оптического пути 1 ом в объеме 2 мл. Концентрации, реагентов в реакционной омеси составляли (мМ): ГДГ—0,07; НАДН—0,1; а-КГ—5;. МН4С1—50, или НАД—0,5 и глутамата—<2,5. В зависимости от поставленной цели реакцию инициировали добавлением фермента или субстрата. Все измерения были проведены в 0,1 М К-фосфатном буфере при pH 7,3.
Результаты и обсуждение. На рис. 1 А приведены՛ спектры КД 

ГДГ в 0,1 М К-фосфатном буфере и в буферных растворах, содержа
щих мочевину. Спектр КД фермента в буферном растворе характера-
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зуется отрицательным дихроизмом с максимумом при 223 им и эл
липтичностью [0]223 = 1.3Х1О< град, см2 децимоль֊։. Согласно дан
ным Уэльса [81, наблюдаемая эллиптичность обусловлена тем, что 
около 43% полппептидной цепи находится в а-спиралыюй конформации.

Рис. 1. А—спектры КД ГДГ в 0,1 М К-фосфатном буфере (—) и в буферных растворах, содержащих различные концентрации мочевины. Б— зависимость изменения амплитуды КД ГДГ от времени инкубации в растворах с различной концентрацией мочевины (1=25°).
Из того же рисунка видно, что добавление в раствор ГДГ моче

вины приводит к уменьшению величины [в]223, что свидетельствует 
о денатурации нативной конформации фермента параллельно увели
чению концентрации мочевины. Как было отмечено, реакция денатура
ции при любой концентрации мочевины может быть представлена в ви
де равновесия между нативной п денатурированной формами фермен
та (МО), которое достигает стационарного состояния, как прави
ло, в течение нескольких часов [1].

Время, необходимое для установления равновесия зависит от 
концентрации мочевины и варьирует от нескольких часов для раство
ров, содержащих не более 4 А4 мочевины, до 5—10 мин для раство
ров, содержащих 5М мочевины и выше (рис. 1Б).

С учетом этих данных методом КД была получена кривая изо
термической денатурации ГДГ под влиянием мочевины (рис. 2). Из 
рисунка видно, что денатурация фермента носит кооперативный ха
рактер, происходит в интервале 2М—4М мочевины и характеризу
ется точкой полуденатурации С0=3,2М.

Исходя из упомянутой схемы равновесия между двумя состоя
ниями (Ы^Д), следовало ожидать, что то же действие мочевины 
проявится также и на каталитической активности фермента. Одна
ко из приведенной на рис. 36 зависимости относительной активности 
ГДГ (в реакции восстановительного аминирования а-КГ) от концен
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трации мочевины видно, что в отличие от денатурации ГДГ инакти
вация происходит в интервале 0,5—3 М мочевины, а точка полуинак
тивации соответствует 2 М мочевины.

Наблюдаемые различия могут быть связаны с тем, что устойчи
вость ГДГ к денатурационному действию мочевины может изменять-

Рис. 2. Кривая изотермической денатурации ГДГ под действием моче՛- вины (а). Относительное изменение начальной скорости восстановительного аминирования ц-КГ в зависимости от концентрации мочевины (б).
ся при взаимодействии с коферментом и субстратами, присутствую
щими в реакционной смеси, как это наблюдалось в случае аспарта
таминотрансферазы [9]. Однако из табл. 1, в которой приведены зна-I Таблица!Значения точек полуденатурации ГДГ в присутствии некоторых специфических лигандов (концентрация ГДГ 1,ЗхЮ-7М)

ГДГ + лиганды Концентрация лигандов в смеси, М Точка полудена- турации —С,, М мочевины
ГДГ — 3,2+0,1ГДГ + НАДН 10՜3 3,2±0,3ГДГ + НАД ю՜3 3,2±0,3ГДГ + а - КГ ю՜3 3,2+0,2ГДГ + глутамат 10՜3 3,2±0,3Г ДГ Ч-Н А ДН + глутамат 5Х10՜4 3,2±0,3

чення точек полуденатурации Со для ГДГ в присутствии различных, 
коферментов и субстратов, видно, что взаимодействие фермента с 
лигандами, присутствующими в реакционной смеси, практически не 
сказывается на его стабильности к денатурационному воздействию 
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мочевины Сравнивая данные по денатурации и инактивации ГДГ под 
влиянием мочевины, можно прийти к заключению, что инактивация 
фермента предшествует (в шкале концентрации мочевины) его де
натурации.

При концентрациях мочевины 2 М и выше потеря ферментом ка- 
талитической активности происходит в 2 стадии (рис. 3). Первая стадия

Рис. 3. Зависимость инактивации ГДГ от времени инкубации фермента в растворах с различной концентрацией мочевины.
характеризуется высокой скоростью и заканчивается в течение време
ни, не подающемуся регистрации используемым методом, вторая— 
представляет собою медленный процесс, достигающий равновесия в 
интервале времени, совпадающем со временем установления Ы Д 
(рис. 1Б) и, следовательно, представляет собою инактивацию ГДГ в 
результате его денатурации. Этот вывод подтверждается тем фактом, 
что при концентрациях мочевины ниже 2М, при которых денатура
ция ГДГ не имеет места, наблюдается только одна стадия инактива
ции, характеризующаяся высокой скоростью. Следует также отме
тить, что удаление мочевины из растворов фермента методом диа
лиза приводит к полному восстановлению ферментативной актив
ности, если концентрация мочевины не превышает 2 И. Диализ рас
творов ГДГ в ЗМ мочевине приводит к восстановлению активности 
всего до 50% от активности нативного фермента. Иными словами, 
инактивация ГДГ, наблюдаемая на 1-й стадии, представляет собой 
полностью обратимый процесс, в то время как на 2-й стадии она явля
ется необратимой. Это дополнительное свидетельство того, что вто
рая стадия инактивации фермента является следствием его денату
рации.
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На рис. 4а приведена зависимость активности фермента от кон
центрации мочевины, отражающая только первую стадию инактива
ции, для получения которой ферментативную реакцию инициировали 
добавлением фермента в реакционную смесь, содержащую мочевину. 
В этих условиях фермент практически не инкубирован в растворах 
мочевины. На том же рисунке (рис. 46) дана зависимость амплитуды 
КД ГДГ при 223 нм от концентрации мочевины, полученная в ана-

Рис. 4. а—кривая изотермической денатурации ГДГ, б—зависимость изменения начальной скорости реакции восстановительного аминирования (Х-КГ (О) и окислительного дезаминирования глутамата (*) от концентрации мочевины в условиях, исключающих денатурацию фермента в мочевине.
логичных условиях, исключающих денатурацию фермента мочеви
ной. Из приведенных данных видно, что вплоть до 4 М концентрации 
мочевины ГДГ сохраняет вторичную структуру, несмотря на то, что 
ферментативная активность падает более чем на 90% от исходной. 
Следовательно, денатурация глобулы ГДГ не является необходимым 
условием для потери ферментом каталитической активности, хотя, как 
это видно из рис. 3, денатурация вносит определенный вклад в инак
тивацию образцов ГДГ, инкубированных в растворах мочевины в те
чение 3 час. и более. Из рис. 4 видно, что этот вклад не превышает 
40% от общей инактивации вЗМ мочевине и практически достигает 
нуля при повышении или понижении концентрации мочевины в реак
ционной смеси.

Следовательно, основная причина инактивации ГДГ мочевиной не 
связана с денатурационными эффектами и, по всей вероятности, выз
вана локальными нарушениями конформации активного центра фер
мента. Одним из путей инактивирующего действия мочевины могут 
быть локальные нарушения, затрагивающие контактные участки фер
мента, которые обеспечивают специфическое связывание кофермен
тов и субстратов. Другой возможной причиной ингибирования ГДГ мо
чевиной могут быть нарушения, затрагивающие каталитический центр 
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фермента Для выяснения этих вопросов было изучено влияние мо
чевины на спектральные характеристики и константу диссоциации 
комплексов ГДГ с НАД и НАДН, а также исследована кинетика ре
акций восстановительного аминирования а-КГ и окислительного де
заминирования глутамата в присутствии 3 М мочевины.

В табл. 2 приведены величины кинетических констант (Км и 
к ) в реакциях, катализируемых ГДГ, а также значения констант■Таблица 2Кинетические константы реакций, катализируемых ГДГ, и константыдиссоциаци1 ц комплексов ГДГ с коферментами (в 0,1 М К-фосфатвомбуфере п в растворах ЗМ мочевины)Км, мМ кк-т. буфер 1О‘-КО, М Де (260пм—285нм}М՜1 см՜*Лиганд буфер буфер 4- ЗМ моче- кк»т. (буфер Н ЗМ мочевина) буфер буфер 4- ЗМ моче- буфер буфер-ь ЗМ м<>-вина вина чевина

НАДН 0,040 0,038 2,5 62 83 3200 2800НАД 0,12 0,11 2,5 163 152 3100 3200а-КГ 2.5 3 2.5 — — - —глутамат 9,5 10-11 ‘-’,5 — — — —мн+ 3 6—7 2,5—3 — — — —
Значения Км н ккат определены по методу Лайнуивера и Берка [10].

диссоциации К и амплитуды разностных спектров поглощения (Де) 
для комплексов ГДГ с коферментами. Из приведенных данных видно, 
что присутствие мочевины практически не влияет ни на величину Кб, 
ни на значение (Де) для двойных комплексов ГДГ с НАД или НАДН 
(измерения амплитуды разностных спектров проводили в течение не бо
лее 10 мин после смешения фермента и мочевины, т. е. в условиях, 
когда денатурацией фермента под влиянием ЗМ мочевины можно 

ч пренебречь, рис. 1Б). Кроме того, константа Михаелиса (Км) ни для 
одного из лигандов не претерпевает существенных изменений в при
сутствии ЗМ мочевины. Исключение составляет величина Км для 
иона МН4 + , которая изменяется примерно в 2 раза. Однако такое из
менение этой величины не является достаточным для объяснения на
блюдаемой инактивации ГДГ. Это утверждение основано на том фак
те, что инактивирующее действие мочевины на ГДГ в реакции вос
становительного аминирования а-КГ совпадает с аналогичной зави
симостью в реакции окислительного дезаминирования глутамата 
(рис. 46).

Следовательно,' полученные результаты свидетельствуют о том, 
что инактивация фермента под действием мочевины не является след
ствием изменения характера взаимодействия ГДГ с коферментом и с 
субстратами.
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Вместе с тем, существенное влияние мочевины на величину ккат 
(табл. 2) указывает на то, что ингибирование происходит в результа
те нарушений, происходящих в каталитическом аппарате ГДГ.Институт биохимии АН АрмССР Поступило 1.111 1978 г.

ՄԻԶԱՆՅՈՒԹԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ԴԼՅՈԻՏԱՄԱՏԴԵՀԻԴՐՈԳԵՆԱՋԱՅԻ 
ԿՈՆՖՈՐՄԱՑԻՈՆ ԵՎ ԿԱՏԱԼԻՏԻԿ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՎՐԱ

է. Վ. ԿԱՐԱԲԱՇՅԱՆ, Ն. Գ. ԷՔ1՝9.3ԱՆ, Ս. Գ. ՄՈՎՍԻԱՅԱՆ

Ուսումնասիրվել է միզանյութի ազդեցությունը գլյուտամատդեհիդրոգե- 
նազայի (ԳԴՀ) և սպեցիֆիկ լիգանդների ( կոֆերմ  են տն եր և սուբստրատներ J 
հետ նրա կազմած կոմպլեքսների կատալիտիկ հատկությունների և կոնֆոր- 
մացիոն կայունության վրա։ Ցույց է տրվել, որ միզանյութի ազդեցության 
ներքո ԳԴՀ-ի ինակտիվացումը ընթանում է երկու փուլով։ Առաջին փուլում 
այն ընթանում է բարձր արագությամբ, դարձելի է և չի ուղեկցվում սպիտա
կուցի զլոբուլայի կանոնավոր երկրորդային կառուցվածքի հալմամբ։ Ինակ- 
տիվացիայի երկրորդ փուլը իրենից ներկայացնում է դանդաղ պրոցես, որը 
հետևանք է ֆերմենտի զլոբուլայի դենա տ ուրացմ ան' միզանյութի ազդեցոլ- 
թյամբ։

ԳԴՀ-ի կատալիտիկ և ֆիզիկա-քիմիական հատկությունների ուսումնա
սիրությունը ցույց է տվել, որ միզանյութի ներկայությամբ գործնականորեն 
չի փոփոխվում ֆերմենտի հետ կոֆերմենտների և սուբստրատների փոխազ
դեցության բնույթը։ ԳԴՀ-ի ինակտիվացման առաջին փուլը տեղական խան
դա բումն երի հետևանք է, որոնք շոշափում են ֆերմենտի կատալիտիկ կենտ
րոնը։

ACTION OF UREA ON CONFORMATION AND ENZYMATIC 
ACTIVITY OF GLUTAMINASE DEHYDROGENASEL. V. KARABASHIAN, N. G. EKIZIAN, S. G. MOVSESSIAN

The influence of urea on conformation and enzymatic activity of 
glutamate dehydrogenase (GDH) has been studied. By using the method 
of circular dichroism it has been shown that the interaction of enzyme 
with coenzymes and substrates does not influence the stability of GDH 
to denaturatlng action of urea. The inactivation of enzyme under the 
influence of urea is a two-stage process. The first stage is reversible and 
is not accompanied by changes of the regular structure of GDH. The 
second stage is irreversible and is a result of denaturation of GDH. The 
investigation of some physico-chemical and catalitical properties of ensyme 
in the presence of unea has shown that reversible inactivation og GDH 
is a result of urea action on the catalitical site of the enzyme.
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БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXI, 5, 1978

УДК 577.04

ОСОБЕННОСТИ РЕГУЛЯЦИИ АКТИВНОСТИ ГЛУТАМИНАЗЫ 
МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ ФРАКЦИИ ПЕЧЕНИ КРЫС

В. С. ОГАНЕСЯН, В. Г. АМБАРЦУМЯН

Изучение глутаминазы печени показало, что при pH 8,5 одновременное примене
ние фосфата и активаторов фосфатнезависимой глутаминазы приводит к полному 
.подавлению эффекта одного из них, а при pH 7,5, наоборот, происходит потенцирова
ние пх стимулирующего действия. Тироксин, являясь сильным активатором глутами
назы мозга, не действует на активность глутаминазы печени.

Деамидирование глутамина в печени, почках и мозге животных 
«осуществляется под действием фосфатзависимого (ФЗГ) и фосфатне- 
зависимого (ФНГ) изоэнзимов глутаминазы, которые активируются 
различными низкомолекулярными соединениями неорганической и ор
ганической природы [1—5].

В результате многолетних исследований выявлен ряд новых акти
ваторов глутаминазы, обладающих сильным стимулирующим эффек
том [6—13]. Среди известных активаторов мозга наиболее эффектив
ным является тироксин [6—8].

Проведенные нами исследования показали, что в митохондриаль
ной фракции мозга кролика и крыс процесс регуляции активности глу
таминазы носит сложный и поливалентный характер. Особое место в 
этом процессе занимает тироксин. При одновременном применении ти
роксина с фосфатом или эффекторами ФНГ происходит сильное потен
цирование их стимулирующего действия [7]. То же наблюдается при со
четании фосфата с активаторами ФНГ, но значительно слабее [15—16]. 
Следует отметить, что этого не происходит в опытах с почечной глута
миназой [13, 14]. Печеночная глутаминаза в этом аспекте практически 
не изучена.

Исходя из вышесказанного, мы задались целью выяснить, активи
рует ли тироксин глутаминазу митохондриальной фракции печени, и 
изучить взаимоотношение эффекта различных активаторов этого фер
мента.

Материал и методика. В качестве источника глутаминазы использовали мито
хондриальную фракцию, полученную из печеночной ткани крыс. Печень сразу после 
удаления пленки и промывания холодным раствором сахарозы гомогенизировали в 
9 объемах 0,25 М раствора сахарозы в гомогенизаторе с тефлоновым пестиком в тече
ние 6 мин. После осаждения ядерной фракции (700 £ в течение 6 мин) центрифуги- 
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рованпем надосадочной жидкости при 16000 5 в течение 25 мни выделяли митохондри
альную фракцию. Полученную фракцию промывали холодной дистиллированной водой 
и центрифугировали при 80000 § в течение 15 мин. Затем из осадка готовили взвесь 
из расчета 200 ыг ткани в 0,4 мл воды, которую после выдерживания при комнатной 
температуре в течение 1 часа использовали в качестве источника глутаминазы. Для 
опытов с pH 8,5 брали 0,4 мл взвеси, соответствующей 50 мг ткани, а для опытов с 
pH 7,5—соответствующей 200 мг ткани па пробу.

Инкубационная смесь содержала: 0,4 мл митохондриальной фракции, 0.5 мл 
0.2М трис-НС1 буфера pH 7,5 или 8,5, Ь-глутамина—20 мкмоль/мл, активаторы в раз
личных концентрациях. Общий объем доводили водой до 1,5 мл. Смесь инкубировали 
20 мин при 31° при постоянном встряхивании, после чего к каждой пробе добавляли по 
0,3 мл 15%-ной трихлоруксусной кислоты и центрифугировали. О глутаминазной актив
ности судили по количеству образовавшегося аммиака, который определяли микро- 
диффузионным методом Зелигсопа в модификации Силаковой и сотр. [17].

Результаты и обсуждение. Известно, что ФЗГ в животных тканях 
активируется фосфатом, ацетил-КоА и ацил-производными жирных 
кислот—КоА, а ФНГ—малеатом, малонатом, продуктами цикла трикар
боновых кислот и ацетил-аминокислотами [4, 5, 9, 11].

Исходя из поставленной задачи, в первой серин опытов мы изуча
ли действие тироксина, фосфата, активаторов ФНГ и различных их со
четаний на активность глутаминазы митохондриальной фракции печени.

Влияние различных эффекторов на активность глутаминазы митохондриальной 
фракции печени в присутствии фосфата и цитрата, 

ЫН3 мкмоль/г свежей ткани, pH 8,5

Таблица 1

Активаторы

Ко
нц

ен
г-

 1 
ра

ци
я,

 
мк

мо
ль

/м
л

Контроль
НаН,РО.։, мкмоль/мл Цитрат, 

мкмоль/мл

2.5 5 10

Цитрат 5 11 + 1,2

25±1,5 
(16)

29+2,8

66+1,9 
(16)

56+2,5

49+1,2 
(Тб)

Цитрат 10
(18)* 

49+1,2
(16) 

56+3,3
(Тб) 

69+3,0
Цитрат 20

(17) 
56+2,5

(19) 
35+5,2

(13) (15) 
77+5,1

Е-аспартат 20 49+2,9
19) 

90+6,3 74+4,7

М-ацетпл-Ь-аспартат 20
(20) 

39+3,1 53+2,5
(9) 

70+4,6 76+4,1

Сукцинат 20
(15) 

34+4,2 45+2,6
Т8) 

78^5,8
70+12

Е-тироксин 0,1
(15)

2,2+0,9
(8)

76+4,9
(9) 

51+7,3

0,2
(9)

3,8 ±1,2 
(12)

87+8,8 
(12)

'(6) 
55+7,1 

(Т2)

’ в скобках здесь и в остальных таблицах указано количество опытов.

Данные, приведенные в табл. 1, показывают, что при pH 8,5 под 
действием испытанных нами эффекторов глутаминаза стимулируется в 
различной степени, наиболее эффективно—в присутствии фосфата. Ак- 
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тивируюшее действие цитрата слабее, чем фосфата, но значительно 
сильнее, чем остальных эффекторов, а Ь-аспартат (АК), М-ацетил— 
Ь-аспартат (ААК) и сукцинат, добавленные по 20 мкмоль/мл, пример
но в одинаковой степени усиливали деамидирование глутамина.

Из полученных результатов заслуживает внимания тот факт, что 
тироксин даже при сравнительно высоких концентрациях практически 
не стимулирует активность глутаминазы (табл. 1).

Следует отметить, что стимулирующее действие вышеуказанных 
соединений на активность глутаминазы митохондриальной фракции 
мозга выражено сильнее, чем в печени, а тироксин, как уже отмеча
лось, не только является самым сильным активатором этого фермента, 
но и значительно усиливает стимулирующее действие других эффекто
ров. Примечательно, что сочетание совершенно неэффективных концен
траций тироксина с фосфатом или другими активаторами тоже приво
дит к усилению их стимулирующего действия на активность глутами
назы мозга [7]. Однако исследования, проведенные с глутаминазой 
митохондриальной фракции печени, показывают, что сочетание тирок
сина с другими активаторами не приводит к сколько-нибудь заметно
му усилению их стимулирующего действия. Наряду с этим выясни
лось, что одновременное применение фосфата с цитратом или же со
четание этих соединений с другими активаторами также не приводит 
к усилению их стимулирующего действия. Более того, при этом проис
ходит подавление эффекта одного из активаторов. Это означает, что 
при pH 8,5 в действии различных активаторов глутаминазы печени не 
обнаруживается положительной кооперативности. В аналогичных ис
следованиях, проведенных с глутаминазой митохондриальной фракции 
мозга, наблюдается обратная картина [16].

Учитывая то обстоятельство, что в митохондриальной фракции 
мозга кролика при низких значениях pH эффект потенцирования при 
одновременном применении двух активаторов еще больше усиливается 
[161, мы решили проводить наши исследования при pH 7,5.

Данные, приведенные в табл. 2, показывают, что при pH 7,5 АК, 
ААК и сукцинат, добавленные в отдельности, даже в концентрации 
60 мкмоль/мл не влияют на активность глутаминазы митохондриаль
ной фракции печени, однако одновременное применение этих соединений 
с фосфатом резко усиливает их стимулирующее действие, причем 
разные концентрации фосфата в различной степени. Наибольший эф
фект потенцирования наблюдается при сочетании активаторов с 
5 мкмоль/мл фосфата, с повышением концентрации фосфата этот эф
фект уменьшается и полностью исчезает при 20 мкмоль/мл.

Далее, мы исследовали влияние различных эффекторов на актив
ность глутаминазы печени в присутствии цитрата. Данные табл. 3 по
казывают, что при одновременном применении АК, ААК или сукцина
та с цитратом также наблюдается потенцирование их стимулирующего 
действия, причем в этом случае оно происходит сильнее, чем в случае
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Влияние различных эффекторов на активность глутаминазы митохондриальной 
фракции печени, ЫН3 мкмоль/г свежей ткани, pH՜ 7,5.

Таблица 2

Активаторы

Ко
нц

ен
т

ра
ци

я,
 

ык
мо

ль
/м

л

Контроль
1\таН։РО4, мкмоль/мл

5 10 20

Цитрат

Цитрат

Е-аспартат 

Е-аспартат 

Е-аспартат 

К-ацетил-Е-аспартат 

М-ацетпл-Е-ас партат 

Ы-ацетпл-Е-аспартат 

Сукцинат

Сукцинат

Сукцинат 

Е֊тироксин

Е-тироксин 

Е-тирокснн

1

10

30

20

40

60

20

40

60

20

40

60

0,05

0,1

0,2

1,1±0,5 
(30)

39+2,3 
(56)

0,6+0,2 
(18)

1,7+6,3 
(18)

1,4+0,5 
(ГО)

0,3±0,05 
(18)

0,9+0,1 
(ГО)

1,1+0,1 
(10)

3,0+0,6 
(Го)

2,3+0,3 
(ГО)

7,0+2,1 
(ГО)

1,7+0,3 
(ГО)

1,1+0,2 
(Го)

1,4+0,2 
(16)

2,3+0,5 
(26) 

35±5,2 
(!2) 

32+2,2 
(Ю) 

9±1,7 
(ТО)

13+2,1 
О) 

17+1.7 
(Ю) 

19±2,7

38+4,3

40+5,0 
06) 

16+2,0 
(12)

35+4,5 
(Ю)

40+5,3- 
(10)

5,5+1,5 
(8)

8,0±1,7 
(9)

8,5±2,2 
(Ю)

25±3,0 
(20) 

42+4,7 
(12)

Э7±2,2 
(Ю) 

31+5,0 
(Ю) 

32+3,7 
Т9)

34±2,5 
(8)

38+4,3 
76)

40+4,0 
(12) 

35+4,7 
(Ю)

28+3,7 
Т8) 

31+4,4 
(9)

65+5,4 
0'8) 

65+5,7 
(12)

71+6,6 
02)

68+8,2 
(8)

68+7,5 
02)

сочетания их с фосфатом. С повышением концентрации цитрата эффект 
потенцирования значительно слабеет.

Как выяснилось из наших исследований, тироксин при pH 8,5 и 
при pH 7,5 практически не повышает активность глутаминазы, а в соче
тании с фосфатом или цитратом наблюдается незначительное усиление 
их стимулирующего действия. Итак, можно заключить, что глутами
наза митохондриальной фракции печени крыс инертна к действию ти
роксина.

Графическое изображение полученных данных показывает, что при 
pH 7,5 зависимость активности фермента от концентрации фосфата и 
цитрата имеет типичную сигмоидную форму, что не наблюдалось при 
pH 8,5 (рис. 1). При совместном применении фосфата или цитрата с 
другими эффекторами ФНГ кривая зависимости активности фермента 
от концентрации фосфата и цитрата из сигмоидной формы приближает
ся к гиперболе (рис. 1 и 2). Эти данные свидетельствуют об аллосте
рической природе обоих изоэнзимов глутаминазы митохондриальной 
фракции печени. Вероятно, при pH 7,5 благодаря гомотропной поло-
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I Т а б л и ц а 3
Влияние различных эффекторов на активность глутаминазы печени в 

присутствии цитрата, .\ТН3 мкмоль/г свежей ткани, pH 7,5

Активаторы

Ко
нц

ен
т

ра
ци

я,
 

мк
мо

ль
/м

л

Контроль
Цитрат, мкмоль/мл

10 20

Е-аспартат 20 0,6-1-0,2

1,1+0,5 
(30) 

26+3,0

39+2,3
(30) 

45+4,1

Е-аснартат 40
(18)

1,7+0,3
(12) 

32±2,5
ПО) 

48+2,4

М-ацетил-Е-аспартат 20
(18) 

0,3+0,05
(9) 

34+5.0
(2) 

46-4-2,2

К-ацетил-Е-аспартат 40
(18) 

0,9+0,1
(12) 

41+5,2
(9)

51+3,8

(12)
57 ±3,6

Сукцинат 20
(10)

3,0+0,6
(•*/ 

60+4,6

Сукцинат 40
(18)

2.3+0,3
(5) 

48+4,1
(9) 

54±5,0

Е-тироксип 0,1
(12)

1,1+0,2
(?)

4,4+0,6
(8) 

.38+4,2

Е-тироксин
1

0,2
(Тя)

1,4+0,1
(9)

8,8+2,2
(9) 

41±5,7
(18) (ГО) (Ю)

жительной кооперативности, возникающей вследствие взаимодействия 
регуляторных центров глутаминазы митохондриальной фракции печени 
под влиянием фосфата или цитрата, происходит выраженный конфор
мационный переход молекулы фермента. Между тем как конформа
ционный переход, возникающий при низкой концентрации одного эф
фектора, по-видимому, недостаточно выражен и не затрагивает катали
тического центра фермента, но одновременное добавление двух акти
ваторов быстро приводит к образованию каталитически активной фор
мы фермента. Возможно, этим и объясняется обнаруженный в указан
ных условиях эффект потенцирования. С повышением pH среды чувстви
тельность ФЗГ и ФНГ к эффекторам повышается, и уже при pH 8,5֊ 
деамидирование глутамина, осуществляемое обоими изоэнзимами глу
таминазы, протекает достаточно интенсивно. По-видимому,. вследствие 
этого при высоких значениях pH физиологическая необходимость эф
фекта потенцирования, возникающего благодаря положительной ко
оперативности, исчезает.

Как показывают полученные данные, процесс регуляции активнос
ти глутаминазы митохондриальной фракции печени, так же как и моз
га, носит поливалентный характер. Из наших исследований выяснилось 
также, что регуляторные свойства глутаминазы мозга и печени принци
пиально отличаются друг от друга. Так, в регуляции активности глута
миназы мозга тироксин занимает центральное место, в то время как 
глутаминаза печени совершенно инертна к действию этого гормона. 
Следует отметить, что тироксин специфически действует на активность 
глутаминазы мозга. Его действие по целому ряду параметров прин-
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ципиально отличается от действия остальных активаторов. В связи с 
этим возникает вопрос—может ли тироксин действовать на активность 
глутаминазы других органов? Как показывают проводимые нами в нас

Рис. 1. Рис. 2.
Рис. 1. Влияние фосфата и цитрата на активность глутаминазы в отдель
ности и при их совместном применении (pH 7,5) 1—цитрат; 2—фосфат; 

.3—фосфат+цнтрат—10 мкмоль/мл.
Рис. 2. Влияние различных эффекторов на активность глутаминазы в от
дельности и в присутствии цитрата (pH 7,5) 1—цитрат; 2—цптрат+АК— 
40 мкмоль/мл; 3—цитрат+ААК—40 мкмоль/мл; 4—цитрат+сукципат—40 

мкмоль/мл; 5—ААК и сукцинат—по 40 мкмоль/мл

тоящее время исследования, тироксин оказывает стимулирующее дей
ствие на активность глутаминазы почек, а в сочетании с фосфатом 
их стимулирующее действие сильно потенцируется. Об этих исследова
ниях будет сообщено отдельно.
.Институт биохимии

АН АрмССР Поступило 26.ХП 1977 г.

ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ԼՅԱՐԴԻ ՄԻՏՈՔՈՆԴՐԻԱԼ ՖՐԱԿՑԻԱՅԻ ԳԼՅՈԻՏԱՄԻՆԱՋԱՅԻ 
ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ԿԱՐԳԱՎՈՐՄԱՆ ԱՌԱՆՋՆԱհԱՏԿՈԻԹՅՈԻՆՆԵՐԸ

Վ. I). ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ, Վ. Գ. ՀԱՄՈԱՐԱՈԻՄՅԱՆ

Ուսումնասիրվել է լյարդի գլյուտամ  ինազա յի ակտիվության կարգավո- 
րոլմը թիրոքսինի, ֆոսֆատի և գլյուտամինազայի ֆոսֆատոչկախյալ իզո- 

■ ֆԼրմենտի այլ ակտիվատորների առկայության, ինչպես նաև նրանց տարբեր 
զուգորդման դեպքում։ Պարզվել է, որ թիրոքսինը (ուղեղի գլյուտամինազայի 
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ամեն ահ զոր ակտիվատորը) բոլորովին չի ազդում՛ լյարդի գլյոլտամ ինազա յի 
ակտիվության վրա, ինչպես նաև չի nid եղսւցնում այլ ակտիվատորների խթա
նող ազդեցությունը։

7,5 pH-Д դեպբում ֆոսֆատի և ցիտրատի զուգորդումը, ինչպես նաև 
այս միացությունների և ֆոսֆատոչկախյալ իզոֆերմենտի այլ էֆեկտորների 
համատեղ օգտագործումը հանգեցնում է նրանց ֆերմենտի ակտիվության վրա 
ցուցաբերած խթանող ազդեցության զգալի ուժեղացման։ Սակայն մ իջավայ
րի pH-Д բարձրացման հետ մեկտեղ պոտենցման էֆեկտը լրիվ անհետա
նում է։ Հաստատված է, որ ֆերմենտի ակտիվության կախվածությունը ֆոս
ֆատի և ցիտրատի բանակից 7,5 рН-^ դե։զբում կրում է 1ավ արտահայտված 
Տ-ձև-բնույթ, իսկ երկու ակտիվատորների համատեղ օգտագործման, ինչպես 
նաև 8,5 pH-/' դեպբում այն փոխվում է հիպերբոլի։ Ստացված տվյալները 
ցույց են տալիս, որ լյարդի և ուղեղի գլյոլտամինազայի կարգավորիչ հատ
կությունները սկզբունքորեն զանազանվում են մեկը մյուսից։

REGULATION OF GLUTAMINASE ACTIVITY 
IN MITOCHONDRIAL FRACTION OF RAT LIVER

V. S. IIOVHANNISSIAN, V. G. HAMBARTSUMIAN

The results obtained show that the regulation of glutaminase acti
vity of mitochondrial fraction of rat liver Is very different from that of the 
brain glutaminase.

Thyroxin (the activator of the brain glutaminase) has no effect on 
the liver glutaminase activity. Kinetic data indicate that the liver gluta
minase displays a typical sigmoidal velocity curve with respect to the 
phosphate concentration, while the addition of other activators changes 
the sigmoidal curve to a normal one.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ Կ Ե Ն Ս Ա Р Ա Ն Ա Կ Ա Ն ՀԱՆԴԵՍ 
Б И О Л Ю Г И Ч ;Е С К И И Ж У Р Н А Л АРМЕНИИ

" °° = XXXI, 6, 1978

УДК 577.152.547.963.2

НЕКОТОРЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ НЕОРГАНИЧЕСКОЙ 
.ТРИМЕТАФОСФАТАЗЫ ТКАНЕЙ БЕЛЫХ КРЫС И КУР

Д-1. Г. АСЛАНЯН, Г. Т. АДУНЦ, А А. ГАСПАРЯН

Изучалась активность неорганической трпметафосфатазы в гомогенатах и суб
клеточных фракциях тканей (печень, почки, слизистая оболочка тонких кишок, мозг, 
•сердечная мышца, мышцы) крыс и кур, а также влияние МеС!2 и ХаГ- на нее. Полу
ченные результаты свидетельствуют о значительной тканевой гетерогенности фермента.

Процесс образования богатых энергией фосфорных соединений в 
.клетке, в частности аденозинтрифосфата (АТФ), имеет важное значе
ние. Однако такие .простейшие накопители энергии в живой клетке, 
как неорганические лолифосфаты, выявленные в настоящее время поч
ти у всех представителей живой природы, в том числе и у высших рас
тений и животных, мало изучены. Известные нам исследования фер
ментов, участвующих в превращениях неорганических полифосфатов, 
относятся .больше к микроорганизмам. У высших животных и растений 
неорганические полифосфаты обнаружены в небольшом количестве. 
Приходящийся на их долю фосфор, по современным данным [1], со
ставляет в одном г сырой ткани этих организмов лишь десятки, мак
симум сотни микрограмм, тогда как у дрожжей, например, может со
ставлять 10—20% от сухого содержимого их клеток. Поэтому именно 
у микроорганизмов наиболее подробно изучен их обмен. Что касается 
высших организмов, до последнего времени не предпринималось по
пыток широкого изучения неорганических полифосфатов и ферментов 
.их обмена. Возросший за последние годы интерес к изучению свойств 
неорганических полифосфатов объясняется выявлением широкого спек
тра деятельности этих ферментов.

В свете вышеизложенного становится очевидным целесообразность 
■изучения свойств триметафосфатазы—одного из ферментов, участву
ющих в метаболизме конденсированных полифосфатов.

В настоящей работе рассматриваются некоторые вопросы, связан
ные с неорганической триметафосфатазой в различных тканях белых 
крыс и кур.

Материал и методика. Опыты ставили на гомогенатах и субклеточных фракциях 
печени, почек, слизистой оболочки тонких кишок, мозге, сердце и мышцах крыс и кур. 

'Отдельные клеточные фракции выделяли методом дифференциального центрифугиро
вания по схеме, предложенной Пери и Греем [2]. В качестве субстрата использовали 

■триметафосфат Ыа. Активность триметафосфатазы определяли методом Берга ГЗ],
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кислой фосфатазы—методом Бодаиского [4], неорганический фосфат—Лаури и Лопе
са [5]. Инкубационная смесь содержала 1 мл гомогената ткани или соответствую
щей субклеточной фракции (разбавление 1/25 или 1/10 в/об соответственно), 2,5 мл 
субстрата, приготовленного на мединаловом буфере (pH 5 и 9,6), 0,5 мл соответ
ствующего реагента (Иар и М£С12 10 ~г ,10-3, 1и-4 До). Реакцию останавливали 
40%-ной трихлоруксусной кислотой после часовой инкубации при 37°. Активность 
триметафосфатазы (КФ 3.6.1.2.) выражали в мкМ Р/г ткани. Повторность опытов 
7-кратиая.

Результаты и обсуждение. Так как кислая фосфатаза и тримета
фосфатаза действуют в одном диапазоне pH и продуктом их деятельно
сти является неорганический фосфат, мы вначале задались целью до
казать, что изучаемый нами фермент является именно триметафосфа
тазой, в связи с чем изучалось влияние термообработки на активность 
обоих указанных ферментов на одной из изучаемых тканей крыс (мозг). 
Результаты наших исследований показали, что при температурной 
обработке гомогената мозга крыс в течение 10 мин при 37, 45, 60, 70° 
активность обоих ферментов проявляется по-разному: триметафосфа
таза более термостабильна, чем кислая фосфатаза. Обработка гомоге
ната при 60° приводит к полному исчезновению активности кислой фос
фатазы, у триметафосфатазы она на довольно высоком уровне (табл. 
1). В норме активность кислой фосфатазы в мозге намного ниже три-

Три метафосфатаза

Таблица 1
Активность триметафосфатазы и кислой фосфатазы 

при температурной обработке гомогенатов 
мозга крыс, мкМ Р/г ткани

Контроль 45° 60’ 70’

41,8 48 35,4 0

Кислая фосфатаза

15,1 20,6 0

метафосфатазной. Ферменты, катализирующие родственные реакции, 
способны в известной мере, компенсировать деятельность друг друга. 
Однако в подобных случаях исключается возможность большого срод
ства фермента к чужому субстрату. Этот факт также подтверждает то, 
что триметафосфат расщепляется специфической триметафосфатазой. 
О различных свойствах этих ферментов свидетельствуют и кривые pH 
(рис. 1).

Нами изучалась в сравнительном аспекте активность триметафос
фатазы при кислом и щелочном значении pH в гомогенатах тканей бе
лых крыс (табл. 2). Как видно из таблицы, наивысшей триметафосфа
тазной активностью обладают почечная и печеночная ткани по срав
нению с остальными. Причем при щелочном значении pH она выраже
на слабее, чем при кислом. В слизистой оболочке тонких кишок ак- 
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тивность фермента нами не обнаружена, а в сердечной ткани тримета
фосфатаза при обоих значениях pH проявляет одинаковую активность. 

Исследования показали, что наивысшей активностью триметафос
фатазы при pH 5 отличаются почки, печень, слизистая оболочка тон-

Рис. Активность триметафоофатазы и фосфатазы при разных значениях 
pH.» —триметафосфатаза, •¥■—фосфатаза.

ких кишок и мозг кур (табл. 2). В других тканях активность фермен
та заметно ниже. При pH 9,6 она выражена значительно слабее, а в 
некоторых органах вообще отсутствует (сердце, мозг).

Представляет интерес изучение триметафосфатазного баланса в 
различных тканях крыс и кур на субклеточном уровне (табл. 3). При
веденные нами данные характеризуют особенности распределения три
метафосфатазы в тканях крыс (pH 5). Высокой активностью тримета
фосфатазы в почках отличаются фракции митохондрии и цитоплазма-)- 
микросомы, более низкой—ядерно-миофибриллярная. В печеночной 
ткани все три фракции (цитоплазма+микросомы, митохондрии, ядер
но-миофибриллярная) обладают почти одинаковой активностью фер
мента. Мозговая ткань отличается низкой активностью фермента в 
митохондриях, и высокой—в ядрах. Не обнаружена активность фер
мента в цитоплазме, в слизистой оболочке тонких кишок она выяв
ляется во всех трех фракциях, при наивысшем проявлении в митохон
дриях. Небезынтересно отметить, что, согласно некоторым литератур
ным данным [6], высокомолекулярные неорганические полифосфаты, 
как и ферменты их обмена, отсутствуют в митохондриях животных. На
ми было установлено, что активность триметафосфатазы в почках, мозге, 
слизистой оболочке тонких кишок наблюдается в митохондриях, в сер
дечной мышце и мышечной ткани в цитоплазме и митохондриях—не 
обнаружена, в основном она сосредоточена в ядерно-миофибриллярной 
фракции.

В тканях кур триметафосфатазная активность распределена рав
номерно по всем трем фракциям в печени. В почках наивысшей ак
тивностью отличаются митохондрии, в мозге—ядерно-миофибриллярная
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Таблица 2
Активность триметафосфатазы при двух значениях pH (5 и 9,6) в тканях 

крыс и кур, мкМ Р/г ткани

pH 5 pH 9,6 pH 5 pH 9,6

К Р Ы С Ы

Печень Почки

54,1±2,2 
р>0,001

10,7±2,8 
р <0,01

71+7 
р<0,005

21,1+2,1 
р<0,005

Слизистая тонких кишок Мозг

29,6+1,3 
р<0,01

0 30±3,4 
р<0,01

0

Сердце Мышцы

11,3+1,3
р<0,025

14,1+2,2 
р<0,01

17,9+0,8 
Р<67001

5,8+1,3 
р<0,025

КУРЫ

Печень Мозг

52,7+3,5 
р <?Г>05

4.2±0,25 
р<0,001

62,2+1,8 
р<0,001

12,7+2.2 
р<0,05

Слизистая тонких кишок Мозг

50,3±1,8 
р<0,001

8,6+1,1 
р<(Г025

37,9+3,2 
р>0,01

0

Сердце М ы ш ц ы

16,9+1,1 
р<0,01

0 11,9+1,8 
р< 0,025

8,3+0,54 
р <0,025

фракция, в цитоплазматической фракции мозга активность не обнару
жена. В мышцах она сосредоточена во фракции цитоплазма+микро- 
сомы, а в остальных фракциях—практически отсутствует. В сердечной 
мышце распределена по фракциям цитоплазма+микросомы и ядерно- 
миофибриллярной. Наивысшая активность наблюдается в ядрах.

Изучение субклеточной локализации триметафосфатазы имеет зна
чение для выяснения некоторых интимных механизмов действия фер-
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Таблица 3
Активность кислой триметафосфатазы в субклеточных фракциях тканей 

крыс, кур, мкМ Р/г ткани

Г омоге- 
нат

Цитоплаз
ма+мнкро- 

сомы
Мито

хондрии Ядра Г омоге- 
пат

Цитоплаз- 
ма+микро- 

сомы
Мито
хондрии Ядра

КРЫСЫ

Печень Почки

59± 1,3 
р< 0,001

11,7+2 5 
р<0,025

18,1+3,6 
р<(Г,05

12,7+1,7 
р<0,01

32.1+1.2 
р<0,001

16+2 
р<(Г,01

12,9+2,2 
р<0,025

3,6+0,6 
р<0,025

Слизистая тонких кишок Мозг

36,2+0,8 
р<0,001

10,7 + 2 
р>0,025

23,5+1,3 
р< 0,001

10,3+3,1 
р<07О5

43,2+0.4 
р<0,001

0 17,1+0,83 
р<0,05

55,6±2,1 
р<0,001

Сердце М ы ш ц ы

17,9+0,8 
р<0,001

0 0 10,5+1.1 
р<0,01

14+1.2
р<0,01

0 0 Й.5+0,9 
р<0.01

КУРЫ

Печень Почки

53+3,4 
р<0,005

17+1,4 
р<0,005

15+0,9 
р<0,005

13±0.6 
р >0,005

62,2+2,5 
р> 0,001

9,2+1,4 
р>0,01

27+1,9 
р >0,005

21.8+3 
р<0,025

Слизистая тонких кишок Мозг

50,3+1,5 
р< 57001

14,7+0,2 
р<0,05

5,4+0,6 
р<б701

21,8+1,8 
р<0,001

40,4+3,3 
р<0,605

0 6,9+0,7 
р>0,05

25.9+1,9 
р<0,005

Сердце М ы ш ц ы

18+1,2
р-<0>005 |

9,9+0,9 
р>0,01

0 7+0,5 
р<0,01

11,9+0,9 
р <. 0,01

9,8+0,3 
р—0,1

0 0

мента. Кроме того, эти сравнительные данные позволяют в дальнейших 
экспериментах остановить выбор на тех тканях, которые отличаются 
высоким уровнем ферментативной активности.

Нами также исследовалась активность триметафосфатазы в тка
нях крыс и кур под влиянием активаторов и ингибиторов фосфатаз. В
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Таблица 4
Влияние М£С12 и Хар на активность кислой триметафосфатазы в тканях 

крыс и кур, в мкМ Р/г ткани

Контроль։ К)՜2 М 10՜® М 10՜4 М Контроль 10~2 М 10՜’ М ю՜4 м

1 2 3 4 5 6 7 8

КРЫСЫ

МгС1,

П е ч е п ь Почки

59,6+2,6 
р<б7001

58,9+1,6 
р<0,001

70,5+1,4 
р<0,001

53,3+2,6 
р<0?001

31,7+2,1 
р<0,05

■34,7±2,7 
р<0,001

50,7±1,6 
р<0,001

37,4+2,8 
р<0,001

Слизистаи топких кишок Мозг

’ 32,1+3 
р>0^1

2,6±0,5 
рсО.025

31±1,7
р>0,005

52+1,1 
р<0,001

46+2,5
р>0,005

42,3+4 
р <0,01

53,4±1,2 
р> 0,005

39,4±4 
р>0,005

Сердце М ы ш ц ы

20,8±4 
р>0,025

23,1+4,5 
р<0,01

37+1,7 
р<0,001

27,2+3,4 
р>07005

15,3±1,5 
р >0,01

20,2±4 
р<0.025

32,7±3 
р<0,01

10,4+2 
р>0,05

ЫаР

II очень Почки

74,24:3,4 
р>0,001

60,8±1,5 
р>0,001

49,7+2,4 
р < Одл

21,7±3,5 
р<0,01

58+1,4 
р<0,001

42,9±3,7 
р<0,005

38,2±2,5 
рс0,005

17+1,4 
р> 0,005

Слизистая тонких кишок Мозг

32±2,5 
р>0,005

2,63±0,3 
р<0,01

2,6+0,4 
Р<0,01

142,7+3,6 
р<0,001

38,8±2,1 
р<0,001

42+2 
рс07о1

13+2 
р<0,025

15,6±2,5 
Р<0,01

Сердце Мышцы

20,7±3.8 
р<0,01

24,5+3,3 
р<б?01

8,7+2,5 
р<0,05

11,2±2,4 
р<0,1

16,5+2 
р<0,01

8,9+2,2 
р<07025

9,4+1,7 
р <0761

9,9+0,6 
р<07001
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1 2 3 4 5 6 1 8
КУРЫ _________________________________

МвС1։ ___ ________

Печень Почки

57,8+3,5 
р=67025

68±2,4 
р<0,001

70+1,7
р<0,001

52,3±2,2 
р<0,01

43,3+2,8 
р< 67025

23,32+2,4 20+1,6 
р = 0,05 р<0,01

30,3+2,1 
р <0,005

Слизистая тонких кишок Мозг

48,1+2,7 
р >0,001

1
56,1+3,2 58,3+1,4 
р<0,01 | р<0,001

41,3±2,6 
р<0,005

39,52-1,4 
р >0,005

56±1,2 
р >0,001

49+0,9 
р>0,001

34,4+1,5 
р >0,005

Сердце М ы III ц ы

20±1,9 
р<0,005

18+1,8 
р<0,005

15,1±0,8 
р=С705

17,5+0,8 
р=67025

17,5+0,7 
р<0,01

1
20,4+0,56 21,8+0,9 
р>0,01 1 р> 0,001

I

23,6+1 
р<0,001

ЫаР

Печень Почки

49+2,1
р<0,005

10,7±1,3 
р<0,01

20,4+2,1 
р=0,01

38,3+2 
р=О7155

40+1,3 
р>0,005

4,6+0,5 
р<0,01

27,4±1,8 
р >0,005

27±2 
р <0,005

Слизистая тонких кишок Мозг

50,1+2,1 
р <0,001

32+1,9 
р >0,005

17,5+1,1 
р>0,005

50+1,7 
р >0,005

35,9+2 
р >0,005

8,5+0,9 
р> 0,025

10,4+1,1 
р<0,01

19+2 
р>0,02

Сердце Мышцы

16,2+1,4 
р>0,01

3,4+0,4 
р><Г025

7,2+0,9 
р<0,01

12,1±1 
р<0,005

13,4+0,6 
р>07ОО1

6,2+0,5 
р < 07005

5,6+0,8 
р> 0,025

12,8+0,6 
р>6?01

качестве ингибитора использовали классический ингибитор фосфатаз 
КаР, в качестве активатора—М£С12 в разных концентрациях.

Как показано в табл. 4, М§С12 в концентрации 10՜3 М повышает 
активность триметафосфатазы во всех взятых тканях крыс, за исклю
чением слизистой оболочки тонких кишок. Кар в концентрациях 10՜2, 
Ю՜3, 10՜4 М оказывает сильное ингибирующее воздействие на актив
ность фермента почти во всех тканях крыс, кроме мозга. В слизистой 
оболочке тонких кишок Кар при 10 ~2 и 10՜3 М резко понижает ак
тивность фермента, при 10՜4 М наблюдается резкое повышение ее.
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Из табл. 4 следует, что MgCl2 в концентрации 10֊2М и 10՜’М 
активизирует фермент в печени, слизистой оболочке тонких кишок, в 
мозге и мышцах кур, и понижает ее активность в почках и частично в 
сердце во всех взятых концентрациях. NaF резко ингибирует актив
ность триметафосфатазы всех взятых тканей кур и только 10՜4 М. не 
оказывает существенного влияния на слизистую оболочку тонких ки
шок, на печеночную и мышечную ткани.

Полученные результаты в отношении действия вышеназванных ре
агентов на триметафосфатазу отдельных тканей крыс и кур свидетель
ствуют о значительной тканевой и видовой гетерогенности триметафос
фатазы.

Проведенные исследования позволили установить некоторые осо
бенности неорганической триметафосфатазы и произвести выбор наи
более интересного источника для наших последующих изучений.
Институт биохимии АН АрмССР Поступило 22.11 1978 г.

ՀԱՎԵՐԻ ԵՎ ՍՊԻՏԱԿ ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ՀՅՈՒՍՎԱԾՔՆԵՐԻ ԱՆՕՐԳԱՆԱԿԱՆ 
ՏՐԻՄԵՏԱՖՈՍՖԱՏԱԶԱՅԻ ՄԻ ՔԱՆԻ ԱՌԱՆՁՆԱՀԱՏԿՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐ

Ի. Հ. ԱՍԼԱՆՅԱՆ, Գ. Թ. ԱԴՈԻՆՑ, Ա. Լ. ԳԱՍՊԱՐՅԱՆ

Հետազոտվել է տրիմ ետաֆոսֆատազա յի ակտիվությունը հավերի և սպի
տակ առնետների հյուսվածքների (թոքերի, երիկամների, բարակ ազիների 
լորձաթաղանթի, ուղեղի, սրտամկանի, մկանների) հոմ ոզենա տների և են- 
թաբջջային ֆրակցիաների վրա, ինչպես նաև MgCl2-/ և NaF-/' ազդեցու- 
թյունը այդ ֆերմենտի ակտիվության վրա։

Կատարված ուսումնասիրությունները հնարավորություն են ընձեռել 
պարզելոլ տրիմետաֆոսֆատազայի մի քանի առանձնահատկություններ։

SEVERAL PROPERTIES OF INORGANIC TRIMETAPHOSPHATASE 
OF WHITE RAT AND HEN TISSUES

1. G. ASLANIAN, G. T. ADUNTS, A. A. CASPARIAN

The activity of trimetaphosphatase in homogenate and subcellular 
fractions of various tissues (liver, kidney, intestinal mucose, brain, heart, 
muscle) of rat and hen has been studied along with the Influence of 
MgCl2 and NaF on the activity of the enzyme. These experiments 
elucidate some peculiarities of trimetaphosphatase.
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РАСПРЕДЕЛЕНИЕ АТФазной АКТИВНОСТИ В МЕМБРАННЫХ 
СТРУКТУРАХ И ЭКСТРАКТАХ МИТОХОНДРИЙ ПЕЧЕНИ

В ПРОЦЕССЕ ОНТОГЕНЕТИЧЕСКОГО РАЗВИТИЯ КУР

А. А. СИМОНЯН, Р. Б. БАДАЛЯН

В статье приводятся данные о распределении АТФазной активности в мембран
ных структурах и экстрактах митохондрий печени в ходе онтогенетического разви
тия кур. Выявлены некоторые особенности ее локализации в выделенных мембранах 
я экстракте митохондрий печени в определенные периоды развития.

В предыдущих наших работах было показано, что АТФазная ак
тивность в суммарной, так и в отдельных субфракциях митохондрий 
кур в эмбриональном и раннем постэмбриональном периодах разви
тия постепенно возрастает [1, 2]. Это возрастание соответствует повы
шению интенсивности дыхания и окислительного фосфорилирования в 
печени в конце эмбрионального развития [1]. Отмеченные сдвиги в 
энергетическом метаболизме обеспечивают повышенную температуру 
тела эмбриона, способствуют интенсивному росту его и развитию.

В данной работе нас интересовал вопрос о распределении актив
ности АТФазы в мембранах и экстракте митохондрий печени в ходе 
эмбрионального и постэмбрионального развития кур.

Материал и методика. Опыты проводили на 15-, 20-дневных эмбрионах, 5-днев
ных цыплятах и половозрелых курах белой русской породы. Возраст эмбрионов опре
деляли по срокам инкубации. Выделение суммарной митохондриальной фракции пе
чени проводили по Скулачеву [3] при температуре 0—3°. При выделении мембран
ных структур к извлеченной митохондриальной фракции добавляли тритон Х-100 (в 
количестве 0,9 мг на 2—3 мг митохондриального белка) и через 20 мин центрифуги
ровали при 111000 § в течение 1 часа. Экстракцию митохондрий и осадков, содержа
щие мембранные структуры, ресуспендировали в трис-НС1 буфере.

Для определения активности различных АТФаз добавляли катионы (в конечной 
концентрации): Мй2+—10, Са2+—20, Ыа+—120, К+—100 ммоль. Общий объем 
смеси—1 мл. Время инкубации—30 мпн при 26°. Об активности фермента судили 
по нарастанию количества неорганического фосфата в среде, который определяли по 
Лоури и Лопес [4]. Полученные данные были рассчитаны на мг белка, который опре
деляли по Лоури и сотр. [5].

Результаты и обсуждение. Результаты проведенных эксперимен
тов показали, что с 15-го дня эмбрионального развития АТФазная ак
тивность в экстрактах митохондрий печени постепенно возрастает как 
в контрольных опытах, так и при добавлении различных ионов—М£, 
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№, К, Са (табл. I). Статистически достоверное (Р<0,001) повыше
ние активности фермента наблюдается в постэмбриональном периоде, 
у 5-дневных цыплят, с некоторыми колебаниями этот уровень сохра
няется у половозрелых кур. При этом по сравнению с 15-дневными 
эмбрионами у 5-дневных цыплят при добавлении М5г+ этот показа-

Таблица 1
Изменение АТФазной активности в экстрактах митохондрии печени кур при 

эмбриональном и постэмбриональном развитии, ДР в мкатомах/мг белка. М±ш

Условия опыта
Дни развития эмбрионов

5-дневные 
цыплята Куры

15-дневные 20-дневные

Контроль (без добавления ионов) 0,53+0,03 0,63+0,04 1,98+0,39 2,50+0,46
. _ 2 + 1,98+0,02 2,70+0,45 8,81+1,30 7,86+0,20
Ми2+, №+, К+ 2,20+0,33 2,50±0,32 7,88+0,77 7,96+0,21
Са2+ 1,17+0,18 1,20+0,20 4,55±0,13 4,51+0,59

тель повышается в 4,4, а Са,+ —3,8 раза. Интересно, что в различ
ные периоды развития кур активность Ыа + , К+-АТФазы в экстракте 
митохондрий не выявляется (при определении активности №+, К -АТФ- 
азы от величины активности фермента при добавлении ионов магния, 
натрия и калия вычитывается результат, полученный при добавлении 
только магния).

В табл. 2 приведены данные об изменении активности различных 
АТФаз в мембранных структурах митохондрий в течение эмбриональ
ного и постэмбрионального развития кур. При сравнении полученных

Таблица 2 
Изменение АТФазной активности в мембранных структурах митохондрий 

печени кур при эмбриональном и постэмбриональном развитии, 
ДР в мкатомах/мг белка. М±т

Условия опыта
Дни развития эмбрионов

5-дневные 
цыплята Куры

15-дневные 20-дневные

Контроль (без добавления ионов) 2,37+0,38 2,81+0,20 3,65±0,36 2,12+0,24
Мв2+ 7,42+0,53 8,02+0,28 8,57±0,60 6,87+0,66
Мд2+, Ка+, К+ 6,58±0,50 7,06 ±0,24 7.15±0,45 6,22±0,22
Са2+ 4,23+0,79 4,01±0,22 5,59±0,21 5,20±0,80

результатов оказалось, что во всех изученных периодах в присутствии 
ионов Мд, по сравнению с контролем, активность фермента достоверно 
повышается. Однако при добавлении ионов магния, натрия и калия, 
ио сравнению с опытами с одним магнием, она заметно подавляется. 
Как видно из этих данных, ионы натрия и калия оказывают ингибиру
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ющее действие на активность фермента в митохондриальных мембра
нах печени. В различные периоды эмбрионального и постэмбриональ
ного развития активность АТФазы по сравнению с контролем досто
верно (Р<0,001) повышается также в присутствии ионов кальция.

При сопоставлении данных, приведенных в табл. 1 и 2, нетрудно 
заметить, что в эмбриональном периоде развития кур большая часть 
активности АТФазы локализована в мембранах митохондрий (пример
но в 2—4 раза больше, чем в экстракте). Однако у 5-дневных цыплят 
происходит некоторое перераспределение активности фермента: в мем
бранах она снижается, а в экстракте митохондрий, наоборот, заметно 
повышается. В печени половозрелых кур величины активности фер
мента в митохондриальных экстрактах и мембранных структурах еще 
больше приближаются друг к другу. Интересно, что указанные сдвиги 
в распределении АТФазной активности в экстракте и мембранах мито
хондрий отмечаются как в контрольных опытах (без добавления ио
нов), так и при добавлении магния, кальция, натрия и калия.

Таким образом, полученные результаты показывают, что в ходе 
онтогенетического развития птиц происходит определенное перераспре
деление АТФазы между мембранами и экстрактом выделенных мито
хондрий ткани мозга. В раннем эмбриональном периоде большая часть 
фермента локализована в мембранных структурах митохондрий. У 
5-дневных цыплят в экстракте митохондрий активность фермента за
метно повышается по сравнению с предыдущими периодами, у поло
возрелых же кур в мембранных структурах и экстрактах митохондрий 
она почти одинаковая.
Институт биохимии АН АрмССР Поступило З.П 1978 г.

ԱՏՖազափն ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՏԵՂԱԲԱՇԽՈՒՄԸ ԼՅԱՐԴԻ 
ՄԻՏՈՔՈՆԴՐԻԱՆԵՐԻ ԹԱՂԱՆԹԱՅԻՆ ԿԱՌՈՒՑՎԱԾՔՆԵՐՈՒՄ

ԵՎ ՄԶՎԱԾՔՈՒՄ ՀԱՎԵՐԻ ՕՆՏՈԳԵՆԵՏԻԿ ԶԱՐԳԱՑՄԱՆ ընթացքում

Ա. Ա. ՍԻՄՈՆՅԱՆ, Ռ. 8. 8ԱԴԱԼՅԱՆ

Հավերի օնտոդհնետիկ զարգացման տարբեր շրջաններում (15, 20 օրա
կան սաղմեր, 5 օրական ճուտ և հասուն հավեր) ուսումնասիրվել է ԱՏՖազա- 
յին ակտիվութ յան տեղակայումը ցենտրիֆուգացման եղանակով' լյարդի մի֊ 
տոքոնդրիաներից անջատված թաղանթներում և մզվածքում։ Պարզվել է, որ 
լյարդի միտոքոնդրիաների մ զվածքում ԱՏՖաղային ակտիվությունը ինչպես 
կոնտրոլ փորձերում, այնպես էլ մագնեզիում ի, նատրիումի, կալիումի և կալ
ցիումի իոնների ավելացման դեպքում, սաղմնային զարգացման 15-րդ օրից 
սկսած, աււտիճանաբար բարձրանում է։ Իսկ ձվից դուրս գալուց հետո 5 օրա
կան ճտերի մոտ, 15 օրական սաղմերի համեմատությամբ, ֆերմենտի ակտի
վության աճը ձձ|+ավելացման ղեպքում կազմել է 4,4, իսկ Շ^+-ի 
դեպքում' 3,8 անգամ։ Միտոքոնդրիաների մզվածքում 1^ + , \հ+ -ԱՏՖազային 
ակտիվություն չի հայտնաբերվել։ Իսկ միտոքոնդրիաների թաղանթներում, 
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կոնտրոլի համեմատությամբ,^, K+ ֊ի ներկայությամբ ֆերմենտի ակտի
վությունը զգալիորեն ճնշվել է։

Համեմատական ուսումնասիրությունը ցույց է տայիս, որ սաղմնային 
շրջանում ֆերմենտի ակտիվությունը մեծ մասամբ տեղակայված է թաղանթ
ներում։ ճուտը ձվից դուրս գալուց հետո թաղանթներում ֆերմենտի ակտի
վությունը պակասում է, իսկ մզվածքում' ավելանում և գրեթե հավասար
վում է հասուն թռչունների ֆերմենտին։

THE DISTRIBUTION OF ATP-ase ACTIVITY IN THE MITOCHONDRIAL MEMBRANES AND EXTRACTS OF HEN LIVER DURING ONTOGENETIC DEVELOPMENT
A. A. SYMONYAN, R. B. BADALIANThe distribution of ATP-ase activity has been shown In the membranes and extracts of hen liver mitochondria during the ontogenetic development. The data obtained reveal some peculiarities of ATP-ase activity localization in membranes and extracts of liver mitochondria at certain periods of development.
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УДК 547.446.24-612.8.32

РЕГУЛИРУЮЩЕЕ ДЕЙСТВИЕ ГАМК НА ВЫСВОБОЖДЕНИЕ 
НОРАДРЕНАЛИНА—Н3 ИЗ МЕЗО-ДИЭНЦЕФАЛЬНОЙ

ОБЛАСТИ МОЗГА КРЫС

М. Д. ЧИФЛИКЯН, Н. А. ЕСАЯН

Гамма-аминомасляная кислота (ГАМК) (10-3 М) усиливает спонтанное и вы
званное электрической стимуляцией высвобождение норадреналина—Н3 (Н3-НА) из 
срезов мезо-диэнцефальной области мозга крыс. Направленность действия ГАМК 
на процессы высвобождения Н3-НА зависит от условий инкубации срезов.

Предыдущие исследования, выявившие прямое действие ГАМК на 
высвобождение Н3-НА из мозговых срезов при отсутствии сдвигов в 
его синтезе и захвате [1], подтвердили ранее полученные результаты 
нашей лаборатории о ее действии на высвобождение эндогенного НА 
[2—5]. Было показано также [1], что влияние ГАМК на высвобож
дение Н3-НА находится в строгой зависимости от экспериментальных 
условий: если при 5-минутной преинкубации содержание Н3-НА в сре
зах уменьшалось по сравнению с инкубированным контролем, то пос
ле 30-минутной—оно оставалось на уровне преинкубированного конт
роля, что указывало на полное ингибирование спонтанного выхода 
Н3-НА.

Нами исследовалось действие ГАМК на спонтанное и вызванное 
электрической стимуляцией высвобождение Н3-НА из срезов мезо-диэн
цефальной области мозга в зависимости от продолжительности преин
кубации непосредственным определением его содержания в среде.

Материал и методика. Опыты проводили на белых крысах-самцах весом 120— 
150 г. Животных декапитпровали, мозг быстро извлекали и на холоду из мезо-ди
энцефальной области готовили срезы весом 15 мг.

Спонтанное и вызванное электрической стимуляцией высвобождение Н3-НА оп
ределяли по изменению выхода трития в среду [6—10]. Срезы помещали в капро
новые мешочки и инкубировали 5 или 30 мин в Кребс-бикарбонатном буфере при 37° 
следующего состава (мМ): ИаС1—113; КС1 — 4,75; КН2РО4—1,2; Мд5О4—1,2; 
ЫаНСО3—25; СаС12—2,5; глюкоза—11,5; витамин С—1,14; pH—7,4. После преин
кубации срезы инкубировали дополнительно 30 мин в присутствии этилендиаминтет
раацетата (ЭДТА) (0,05 мг/мл) и ипразида (0,47 мг/мл) с Н3-НА в концентрации 
10-7 м. Затем срезы промывали в течение 6 мин, переносили на платиновые элек
троды и последовательно помещали на 2 мин в кюветы, содержащие по 2 мл буфера. 
После Гб—24-мпнутного промывания срезы инкубировали с ГАМК (10՜3 М) в тече
ние 2-х мин и стимулировали в течение 1 мин в электрическом поле, генерированном 
платиновыми электродами (5 В, 10гц, 4 мсек). На протяжении всего опыта через фи
зиологический раствор непрерывно пропускали смесь О2 с СО2 в соотношении 95 и
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5% соответственно. После добавления в каждую пробу по 0,5 мл этанола. 7 мл сцин
тилляционной жидкости (100 г нафталина, 300 мг ПОПОП (1,4-ди-5-феннл-2-оксазо- 
лил бензол), 7 г ППО (2,5-дифенилоксазол) измеряли радиоактивность на жидкост
ном сцинтилляционном счетчике «Интертекник» СЛ-30 с внешним стандартом. Вы
свобождение НЗ-НА определяли по радиоактивности фракции и выражали в коли
честве радиоактивных распадов в минуту (расп/мпн).

В опытах использовали (7 Н3) -НА с удельной активностью 5,8 и 8,9 кюрп/мМ 
фирмы «Амершам» (Англия).

Результаты и обсуждение. В предварительной серии опытов изуча
ли спонтанное высвобождение Н3-НА из срезов в течение 30 мин. Так 
как стабилизация наклона кривой высвобождения Н3-НА, отражаю
щая высвобождение специфически поглощенного Н3-НА, происходит 
после 16—20-минутной инкубации, действие ГАМК и электрической 
стимуляции изучали после этого времени.

Рис. 1. Действие ГАМК (10 -3 М) цз на спонтанное высвобождение НЗ-
НА (удельная активность 5,8 кюри/мМ) из срезов мезо-диэнцефальной 
области мозга крыс в зависимости от времени преинкубации: 5 (•___ ) и
30 (----------) мин в физиологическом растворе. Средине данные 8—11

опытов. * Р <0,025.

Как видно из рис. 1, при 5-минутной преинкубации срезов добавле
ние ГАМК на 16-й мин приводило к увеличению высвобождения Н3-НА 
на 455 расп/мин (статистически достоверному), которое, как было по
казано в нашей лаборатории, является Са++-зависимым [И]. Эти 
данные свидетельствуют о деполяризующем действии ГАМК на мем
браны адренэргических нервных окончаний и согласуются с результа
тами электрофизиологических исследований, показывающих деполя
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ризацию мембран адренергических клеток верхнего шейного симпати
ческого ганглия [12, 13] под действие?*! тех же концентраций ГАМК, 
которые применялись в наших исследованиях.

С физиологической точки зрения представляло интерес изучение 
действия ГАМК на высвобождение Н3-НА, вызванное электрической 
стимуляцией. Чтобы приблизить изученные эффекты к физиологичес
ким условиям применяли эффективную электрическую стимуляцию с 
наиболее низкими параметрами (5 В, 10 гц, 4 мсек). Результаты (рис. 
2) показали потенцирующее действие ГАМК на высвобождение Н3-НА, 
вызванное электрической стимуляцией, что несовместимо с увеличе
нием его спонтанного выхода из мозговых срезов (рис. 1), свидетель-

Рис. 2. Рис. 3.
Рис. 2. Действие ГАМК на вызванное электрической стимуляцией (----- 1)
высвобождение Н3-НА (удельная активность 8,9 кюри/мМ) из срезов 
мезо-диэнцефальной области мозга крыс при 5-минутной преинкубации.
(-------- ) контроль; (---------- ) ГАМК- Средние данные 7—10 опытов.

* Р<0,025.
Рис. 3. Действие ГАМК на вызванное электрической стимуляцией (|----- 1)
высвобождение Н3-НА (удельная активность 8,9 кюри/мМ) из срезов 
мезо-диэнцефальной области мозга крыс после 30-минутной преинкуба
ции. (-------- ) контроль; (---------- ) ГАМК. Средние данные 4 опытов.

* РСО,005.

ствующего о деполяризации норадренэргических окончаний, находя
щихся в покое. В физиологических исследованиях принято считать, 
что деполяризация мембран нервных окончаний приводит к уменьше
нию вызванного высвобождения медиатора [14]. Уменьшение высво
бождения Н3-НА под действием ГАМК в ответ на электрическую сти
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муляцию наблюдалось нами в отношении семявыносящего протока кры
сы с низким содержанием в нем эндогенной ГАМК [15]. Известно, что 
в мозговой ткани находится значительное количество ГАМК, часть ко
торого, по всей вероятности, высвобождается под действием электри
ческой стимуляции срезов. Поэтому не исключено, что потенцирова
ние вызванного явления осуществляется благодаря суммарному эф
фекту эндогенной и экзогенной ГАМК.

В наших экспериментах эффект ГАМК достоверен при первой 
электрической стимуляции и ее одновременном добавлении. Потенци
рование же высвобождения Н3-НА во время второй стимуляции на 32-й 
мин, через 8 мин после начала действия ГАМК оказывается статисти
чески недостоверным. Эти данные, как и предыдущие [1]. говорят об 
эффектах ГАМК только в начальные моменты, что, по-видимому, мож
но приписать десенситизащип ее рецептора [13].

Исходя из предыдущих данных [1] о разнонаправленном действии 
ГАМК на потери Н3-НА в зависимости от экспериментальных условий, 
представляло интерес изучение эффекта ГАМК на спонтанное и выз
ванное электрической стимуляцией высвобождение Н3-НА из срезов 
при длительной их преинкубации. Как видно из рис. 1, при 30-минут
ной преинкубации срезов усиления спонтанного высвобождения НА 
под действием ГАМК не наблюдалось. В этих условиях высвобожде
ние Н3-НА, вызванное в ответ на электрическую стимуляцию (1133 
расп/мин) (рис. 3), намного превышало таковое, наблюдавшееся при 
5-минутной преинкубации (рис. 2). Более того, при длительной пре
инкубации ГАМК оказывала противоположное действие на вызванное 
высвобождение Н3-НА при одновременной электрической стимуляции, 
приводя к его статистически достоверному снижению. Уменьшение выг 
свобождения Н3-НА при второй стимуляции оказалось статистически 
недостоверным.

Результаты этих исследований, подтверждающие ранее получен
ные, позволяют предположить, что направленность действия ГАМК на 
процессы высвобождения НА зависит от внутриклеточного ионного со
става норадренэргических окончаний, который подвержен несомненным 
изменениям в зависимости от продолжительности инкубации [16, 17]. 
Исходя из'известного положения о важном значении ионов С1՜ в дей
ствии ГАМК [12], можно предположить, что наблюдаемые разнона
правленные действия ГАМК, по всей вероятности, обусловлены повы
шением внутриклеточного содержания ионов С1~.

На основании изложенного, мы полагаем, что ГАМК является тон
ким пресинаптическим регулятором процесса высвобождения НА в моз
ге, и очень возможно, что подобная реверсия действия ГАМК может 
происходить в интактном мозге в зависимости от изменения функцио
нального состояния норадренэргического нейрона..

Институт биохимии АН АрмССР Поступило 13.11 1978 г.
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ԴԱՄ1Լ-ԱՄԻՆԱԿԱՐԱԳԱԹԹՎԻ ԿԱՐԳԱՎՈՐՈՂ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ.
ԱՌՆԵՏԻ ՈՒՂԵՂԻ ՄԵՋՈ-ԴԻԷՆՑԵՖԱԼԻԿ 2ԱՏՎԱԾԻՑ

h3֊w ադրենալին ի անջատման վրա

Մ. Դ. ՋԻՖԱ՚ԿՅԱՆ, Ն. 2. ԵԱԱՅԱՆ

Դամ ա-ամ ինակա րադաթթ ուն (ԳԱԱՒ-նյ ուժեղացնում է Ц^-նորագրենա — 
էինի սպոնտան և էլեկտրական դրդապատճառով առաջացած անջատումը առ
նետի ուղեղի մ եզո-դիէնցեֆալիկ հատվածի կտրված բներից: Н3-Ь որա գրենա- 
քինի անջատման պրոցեսի վրա ԳԱԿքե֊ի ազդեցության բնույթը կախված է 
կտրվածքների նախաինկուրացիայի տևողությունից:

REGULATION OF H3-NORADRENALINE RELEASE 
IN MESODIENCEPHALIC REGION OF RAT BRAIN 

BY GAMMA-AMINOBUTYRIC ACID

M. D. CH1FLIK1AN, N. H. YESSAIAN

Gamma-aminobutyric acid (GABA) (10՜3 M) potentiates the spon
taneous and evoked release of H’-noradrenaline (H3—NA) in mesodien
cephalic region of the rat brain. The effect of GABA on both sponta
neous and evoked release of H3—NA is reversed by prolonged preincu
bation of slices.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ կենսաբանական լ ա ն դես
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕ НИИ

XXXI, 6. 1978

УДК 577.15 
։

О НЕКОТОРЫХ ВОПРОСАХ РЕГУЛЯЦИИ АКТИВНОСТИ 
ЩЕЛОЧНОЙ ФОСФАТАЗЫ ПОЧЕК БЕЛЫХ КРЫС

В. О. БАРСЕГЯН, Л. В. САРКИСЯН, Г. Т. АДУНЦ

Под действием ультразвука щелочная фосфатаза почек белых крыс претерпевает 
существенные изменения. Активирование фермента происходит за счет образования ак
тивных радикалов, которые легко окисляют или восстанавливают вещества, связанные 
с его активным центром.

Вопросы регуляции щелочной фосфатазы затрагивались многими 
исследователями [1—5].

Наши предыдущие исследования на гомогенатах печени и почек 
белых крыс и кроликов [6], проведенные с использованием двух суб
стратов (пара-нитрофенилфосфат бария и ,0-глицерофосфат натрия), 
внесли определенную ясность в характер действия щелочной фосфата
зы. Однако до настоящего времени нет ясного представления относи
тельно изменения ее активности в срезах, гомогенатах и субклеточных 
фракциях при хранении.

. 4

Материал и методика. Опыты ставились на гомогенате, срезах, микросомальной 
и митохондриальной фракциях почек белых крыс в свежем состоянии и при хранении 
их в течение 24, 48, 72, 96 и 120 час. Активность щелочной фосфатазы с использова
нием субстрата |р-глицерофосфата натрия (pH 9,6) определяли по методу Боданского 
[7], неорганический фосфор—по Лоури и Лопесу [8]. Об активности фермента суди
ли по количеству отщепившегося от субстрата фосфата на 1 г ткани за час инкуба
ции. Колориметрировали при длине волны 630 ммк.

При использовании пара-нитрофенилфосфата (pH 10,5) ферментативную актив
ность определяли по методу Шлыгина и Михлина [9]. Об активности фермента су
дили по количеству отщепившегося фенола на 1 г ткани за 5 мин. Измерение произ
водили при длине волны 420 ммк.

С целью выявления механизма активирования щелочной фосфатазы при хране
нии применяли ультразвук частотой 880 кгц, интенсивностью 5 вт/см2, при длитель
ности воздействия 10 мин. Озвучивание проводилось в специальной термостатирован
ной кювете, изготовленной нами, в которой поддерживалась постоянная темпера
тура (25°).

Результаты и обсуждение. Ранее полученные нами данные показа
ли, что при хранении гомогената почек белых крыс в течение суток 
при температуре 4° активность щелочной фосфатазы значительно уве
личивается [6]. Однако нам не удалось вникнуть в механизм актива
ции фермента в этих условиях и найти пути регуляции этого процесса.
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Нами было показано также, что под действием ультразвука активность- 
щелочной фосфатазы в гомогенате и цельной ткани почек белых крыс 
резко возрастает [10]. Идентичность полученных результатов (при 
хранении в течение суток и озвучивании) привела к мысли об одно
временном испытании этих двух факторов.

Поскольку щелочная фосфатаза в основном локализована в лизо
сомальной фракции, представлялось целесообразным для сравнения 
изучить также регуляцию активности фермента в полученных клеточ
ных фракциях (митохондриях с лизосомами и микросомах).

Цельную ткань, гомогенат и клеточные фракции предварительно 
озвучивали, после чего хранили в течение 24, 48, 72, 96 и 120 час. при 
температуре 4°.

Приведенные рисунки показывают, что активность коркового слоя 
гомогената и цельной ткани почек белых крыс превалирует над тако
вой мозгового. По-видимому, это связано с неодинаковым распределе
нием фермента в этих слоях почек. При хранении гомогенатов корко
вого и мозгового слоев в течение нескольких суток (рис. 1) наблюдает--

Рис. 1. Рис. 2.
Рис. '1. Действие ультразвука на активность щелочной фосфатазы гомо
генатов мозгового и коркового слоев почек белых крыс. Субстрат ^-гли
церофосфат натрия. 1—мозговой слой, 2—мозговой слой—УЗ, 3—корко

вый слой, 4—корковый слой—УЗ.
Рис. 2. Действие ультразвука на активность щелочной фосфатазы цель
ной ткани мозгового и коркового слоев почек белых крыс. Субстрат р-гли- 
церофосфат-натрия. 1—мозговой слой, 2—мозговой слой—УЗ, 3—корковый 

слой, 4—корковый слой—УЗ.

ся резкое увеличение активности щелочной фосфатазы лишь в первые 
24 час. (на 210%—в мозговом слое, на 120%—в корковом), после чего 
она стабилизируется. Ультразвук увеличивает активность фермента 
свежего гомогената в обоих слоях в среднем на 120%, а при хранении 
его в течение суток изучаемый показатель в мозговом слое повышает- 
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хя еще на 28%. но при дальнейшем хранении он не претерпевает осо
бых изменений. Как видно из рисунка, активность фермента в обоих 
гомогенатах под действием ультразвука одинакова, однако при хранении 
в мозговом слое она выше, чем в корковом на 90%. Такое повышение 
активности, вероятно, происходит за счет блокирования ряда связан
ных ингибиторов, которые имеются в достаточно большом количестве 
в мозговом слое.

Данные, приведенные на рис. 2, показывают, что процент актива
ции при хранении тканей мозгового и коркового слоев составляет 340 
и 300 соответственно, что намного превышает аналогичный показа
тель при хранении гомогенатов. Это можно объяснить высвобождением 
ингибиторов при гомогенизировании, что исключается в цельной ткани.

Ультразвук активирует щелочную фосфатазу цельной ткани корко
вого слоя в минимальной степени, а мозгового—на 125%, при хранении 
же тканей в течение 120-ти час. активность фермента не меняется. 
Фактически нарушение целостности ткани при гомогенизировании вле
чет за собой частичное разрушение веществ, связанных с активным 
центром изучаемого фермента. Под действием ультразвука в цельной 
ткани образовавшиеся радикалы (Н, ОН, О2) окисляют не только 
ингибиторы, связанные с активным центром, но и частично металлы, 
ответственные за образование фермент-субстратного комплекса [11, 12].

Дальнейшие исследования велись с использованием пара-нитро
фенилфосфата. Активность щелочной фосфатазы гомогената почек бе
лых крыс при инкубации с указанным субстратом в течение 5 мин го
раздо выше, чем при использовании Д-глицерофосфата (рис. 3). При 
хранении в течение суток в корковом слое отмечается тенденция к уве
личению ее, в мозговом слое этой тенденции не наблюдается. Уль
тразвук повышает активность щелочной фосфатазы в обоих слоях: в 
корковом слое—на 14, в мозговом—на 24%. При хранении гомогенатов 
к 120-му час. она постепенно нормализуется.

В мозговом и корковом слоях цельной ткани (рис. 4) выявляется 
более низкая ферментативная активность при хранении, после 24-ча
сового хранения в корковом слое она повышается (на 44%), а в моз
говом остается на постоянном уровне. Ультразвук повышает актив
ность фермента в обоих слоях почек белых крыс, в корковом слое на 21, 
мозговом—на 25%, затем при хранении в течение времени в мозговом 
слое она резко снижается, а в корковом остается постоянной.

На рис. 5, 6 приведены данные, касающиеся активности щелочной 
фосфатазы отдельных клеточных фракций при озвучивании и хране
нии с применением обоих субстратов. Оказалось, что озвучивание не 
влияет на ферментативную активность полученных фракций в норме и 
при хранении в течение 120-ти часов.

Таким образом, наиболее высокая активность щелочной фосфата
зы при хранении отмечена в цельной ткани, в гомогенате она ниже, а 
в клеточных фракциях отсутствует. Выявленная закономерность под-
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Рис. 3. Действие ультразвука на активность щелочной фосфатазы гомо
генатов мозгового и коркового слоев почек белых крыс. Субстрат пара
нитрофенилфосфат бария. 1—мозговой слой, 2—мозговой слон—УЗ, 3— 

корковый слой, 4—корковый слой—УЗ.
Рис. 4. Действие ультразвука на активность щелочной фосфатазы цель
ной ткани мозгового и коркового слоев почек белых крыс. Субстрат пара- 
питрофенилфосфат бария. 1—мозговой слой, 2—мозговой слой—УЗ, 3— 

корковый слой, 4—корковый слой—УЗ.

Рис. 5. Действие ультразвука на активность щелочной фосфатазы суб
клеточных фракций почек белых крыс. Субстрат ^-глицерофосфат натрия. 
1—митохондрии, 2—митохондрии—УЗ, 3—микросомы, 4—микросомы—УЗ. 
Рис. 6. Действие ультразвука на активность щелочной фосфатазы суб
клеточных фракций почек белых крыс. Субстрат пара-нитрофепплфосфат 
бария. 1—митохондрии, 2—митохондрии—УЗ, 3—микросомы, 4—микро

сомы—УЗ.
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тверждает, что при нарушении целостности ткани эффект активации 
фермента резко снижается.

Эффект действия ультразвука обусловлен образованием активных 
радикалов, которые легко окисляют или восстанавливают вещества, 
связанные с активным центром фермента, и тем самым активируют 
его. Этим же путем происходит самоокисление или восстановление 
тех же ингибиторов при хранении в течение 24 час. Что касается мини
мального активирования фермента под действием ультразвука в цель
ной ткани, то в этом случае уменьшается доступ активных радикалов 
из воды в клеточную структуру, но зато в самой клеточной жидкости 
(за счет фокусирования ультразвука, приводящего к увеличению ин
тенсивности) по сравнению с гомогенатом образуется большое коли
чество активных радикалов, которые могут привести не только к бло
кированию регуляторов активности фермента, но и веществ, ответствен
ных за образование фермент-субстратного комплекса.

Избирательное отношение фермента из одной и той же ткани к 
различным субстратам говорит о том, что активные центры его, ответ
ственные за образование комплексов с этими двумя субстратами, по- 
видимому, отличаются в этом отношении друг от друга.

Институт биохимии ։
АН АрмССР Поступило 22.11 1978 г,

ՍՊԻՏԱԿ ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ԵՐԻԿԱՄՆԵՐԻ ՀԻՄՆԱՅԻՆ ՖՈՍՖԱՏԱՋԱՅԻ 
ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ԿԱՐԳԱՎՈՐՄԱՆ ՈՐՈՇ ՀԱՐՑԵՐԻ ՄԱՍԻՆ

Վ. Հ. ԲԱՐՍԵՂՅԱՆ, Լ. Վ. 11Ս.ՐԳՍՅԱՆ, Գ. (>. ԱԳՈԻՆ8

Սպիտակ առնետների երիկամների հիմնային ֆոսֆատազայի ակտիվոլ- 
թյան երկու սուբստրատների օգտագործման ժամանակ (ֆ-գլիցերոֆ-ոսֆատ , 
պ արան ի տ ր ոֆեն ի լֆոսֆա տ) ի հայտ է դայիս տարբեր վերաբերմունք' պահ
ված և թարմ հոմոգենատների, ամ բողջական հյուսվածքի և բջջային ֆրակ
ցիաների նկատմամբ։

Պահելուց հետո ֆերմենտի ակտիվացումը ամենաբարձրն է ամբողջա
կան հյուսվածքում, ցածր է հոմոգենատում և բացակայում ( բջջային ֆրակ
ցիաներում ։ ճառագայթահարման ժամանակ ֆերմենտի ակտիվացումը տե
ղի է ունենում ուլտրաձայնի ներգործությունից առաջացած ռադիկալների 
և ակտիվ կենտրոնի հետ կապված նյութերի փոխազդեցության հաշվիս։

ON THE REGULATION OF RAT KIDNEY ALKALINE 
PHOSPHATASE ACTIVITY

V. O. BARSEGIAN, L V. SARKISSIAN, G. T. ADUNTS

It has been shown that in the case of using of two substrates a 
different pattern in the activities of alkaline phosphatase of rat kidney 
has been observed in the storeg and fresh homogenates of intact tissue 
and subcellular fractnions.
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The highest activity of the enzyme Is presented in the intact tissue, 
lower in the homogenate, but It Is not observed in the subcellular frac
tions. The enzyme activation takes place due to the formation of active 
radicals under the Influence of ultra-sound. These radicals catalize the 
oxydationof the substances that are combined with its active centre.
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հայաստանի կենսաբանական հանդես
Б И О Л О Г И Ч Е С К Ий ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXI, 6, 1978

УДК 577.152

НОВЫЙ ЧУВСТВИТЕЛЬНЫЙ МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
АКТИВНОСТИ ЭНДОПЕПТИДАЗ

Т. Н. АКОПЯН. Л. В. КАРАБАШЯН, А. А. АРУТЮНЯН, А. А. ГАЛОЯН

Предложен чувствительный флуоресцентный метод измерения эндопептидазной 
активности, основанный на применении в качестве субстрата фосфоппридоксильного 
аналога глобина. Определение активности эндопептидаз проводится путем измерения 
сигнала флуоресценции фосфоппридоксильных остатков ТХУ-растворпмых пептидов, 
которые образуются в процессе ферментативного гидролиза. Предложенный метод 
позволяет определить не менее 10 пмоль превращения субстрата.

В настоящее время существует ряд методов определения актив
ности протеолитических ферментов, имеющих эндопептидазную приро
ду. Большинство из них, например, метод Аксона [1] или его модифи
цированный вариант [21, обладает малой чувствительностью. Другие 
методы, обладая относительно высокой чувствительностью [3—5], тре
буют отсутствия в инкубационной смеси соединений, содержащих ами
ногруппы. Между тем, в ряде случаев удаление таких соединений из 
реакционной смеси представляет трудоемкий процесс. Так, при иссле
довании спектра протеолитических ферментов методом изоэлектричес
кой фокусировки фракции, собранные из колонки, содержат амфолп- 
ны (полиамино-поликарбоновые кислоты), для удаления которых не
обходимы длительный диализ или пропускание через колонку с сефа
дексом всех полученных фракций. В подобных случаях целесообразно 
использовать в качестве субстратов белки, обладающие чувствительной 
«сигнальной группой»—радиоактивной меткой [6], или флуоресцент
ным хромофором [7].

В настоящей работе описан чувствительный флуоресцентный метод, 
измерения эндопептидазной активности, основанный на применении в 
качестве субстрата фосфоппридоксильного аналога глобина.

Материал и методика. В работе использовали: глобин (Олайновский завод хим. 
реактивов), пиридоксаль-5-фосфат (пиридоксаль-Р) (фирма Reanal, ВНР), химо
трипсин (фирма Worthington, США).

Получение фосфопиридоксильного производного глобина (Р-Рху-глобина). 4 г 
глобина растворяли в 300 мл воды, содержащей 3 М гуанидин хлорида, и pH смеси 
доводили до 9,8 добавлением 2 М NaOH. В этот раствор добавляли 800 мг пиридок- 
саль-Р и полученную смесь инкубировали при 37° в течение 2 час., затем постепенно 
добавляли боргидрнд натрия до исчезновения ярко-желтой окраски. Через час реак
ционную смесь ставили на диализ против воды в течение 72 час. Полученный препа
рат использовал» в качестве субстрата для протеолитических ферментов.
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Измерение активности ферментов. Пробы для измерения активности пепсина и 
.химотрипсина объемом 1 мл содержали 80 мкг Р-Рху-глобина, по 50 мкмоль цитрат
ного (для пепсина) или фосфатного (для химотрипсина) буфера (pH 3,2 и 7.6 соот
ветственно;. После инкубации при 37° в течение часа в пробы добавляли 0.25 мл 
ТХУ, центрифугировали при 5000 а и pH иадосадочной жидкости доводили до 5.5. 
добавлением 1 М лимоннокислого натрия. Интенсивность флуоресценции полученного 
растьора определяли на спектрофлуорометре Раггапб (возбуждение 330 нм, испуска
ние 410 нм). В качестве контроля служили образцы фермета и субстрата, инкубиро
ванные раздельно.

Результаты и обсуждение. Известно, что при щелочных значениях 
pH пиридоксаль-Р взаимодействует с е-аминогруппами лизиновых ос
татков белков, образуя основание Шиффа, восстановление которого с 
помощью боргидрида натрия приводит к ковалентной сшивке этого 
хромофора с белком. Образующееся производное белка приобретает 
новые спектральные характеристики (поглощение—при 330 нм, флуо
ресценция—в области 410 нм), которые обусловлены оптическими свой
ствами фосфопиридоксильного остатка модифицированного белка и не 
перекрываются спектральными характеристиками ароматических ос
татков самого белка.

В качестве белкового субстрата, который был подвергнут модифи
кации пиридоксаль-Р, нами был использован глобин, поскольку извест
но, что он расщепляется под действием широкого спектра эндопептидаз 
•и содержит большое количество лизиновых остатков. Для обеспечения 
алкилирования возможно большего количества лизиновых остатков 
глобина модификацию проводили в присутствии значительного избытка 
пиридоксаль-Р в 3 М растворе гуанидин хлорида. Количество связан
ного с глобином пиридоксаль-Р определяли исходя из молярного коэф
фициента экстинкции фосфопиридоксиллизина, который в области pH 
5—8 равен 10600 при 330 нм [8]. На рис. 1 представлен спектр погло-

Рис. 1. Спектр поглощения Р-Рху-глобина. Концентрация белка 0,55 мг/мл.

зценпя Р-Рху-глобина. Сопоставление концентрации фосфопиридоксиль
ного остатка и белка показывает, что на один моль белка приходится 10 
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моль фосфопиридоксильного остатка. Такой уровень модификации обес
печивает достаточно интенсивную флуоресценцию Р-Рху-глобина. На 
рис. 2 приведена зависимость сигнала флуоресценции Р-Рху-глобина 
от его концентрации. Видно, что существует прямолинейная зависи
мость интенсивности флуоресценции при концентрациях белка 0,1— 
25 мкг/мл. Величина сигнала флуоресценции пиридоксамина, который

Рис. 2. Зависимость интенсивности сигнала флуоресценции от концентра
ции Р-Рху-глобппа и пиридоксамин—Р.

3,2 0,4 0,6 0,8 1,0 икг-фериеята
э пробе

Рис. 3. Зависимость расщепления Р-Рху-глобнпа от концентрации пепсина 
и химотрипсина.

был использован в качестве модели фосфопиридоксильного остатка 
Р-Рху-глобина, указывает, что этим методом можно обнаружить. 
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10 пмоль фосфопиридоксил-пептида. Модельные опыты показали, что 
Р-Рху-глобин подвергается расщеплению под действием пепсина и 
химитрипсина. Как видно из рис. 3, существует прямолинейная зави
симость расщепления Р-Рху-глобина от концентрации пепсина и химо
трипсина при наличии 0,1 — 1 мкг фермента в пробе. Предварительные 
опыты показали также, что этот метод позволяет определять актив
ность внутриклеточных протеиназ, выделенных при помощи изоэлек
трической фокусировки.

Институт биохимии
АН АрмССР . Поступило 27.1 1978 г.

ԷՆԴՈՊԵՊՏԻԴԱԶՆԵՐԻ ԱԿՏԻՎՈԻԹՅԱՆ ՈՐՈՇՄԱՆ 
ՆՈՐ ԶԳԱՅՈՒՆ ՄԵ1»-ՈԴ

Н-. Ն. ՃԱԿՈքՅԱՆ, Լ. Վ. ԿԱՐԱԲՍ.ՇՅՍ.Ն, Ա. Ա. 2ԱՐՈԻԹՅՈ1«ՆՅԱՆ, Ա. Ա. ԳԱԼՈՅԱՆ

0 գտ ա դո րծելով պիրիդօքսալ-5-ֆոսֆատով մ ոդիֆիկացված գլոր ինը 
որպես սուբստրատ, մշակվել է էնդոպեպտիդաղաների ակտիվության որոշ
ման նոր մեթոդ։ Ակտիվոլթյոլն ը որոշվում է' լափելով թթվում լուծված ֆոս- 
ֆոպիրիդօքսալ պեպտիդների ֆլուորես ցհնցիա յի մեծությունը ֆերմենտների 
ազդեցությունից հետո)

Առաջարկված մեթոդը թույլ կ տալիս որոշել մինչև 10 պմոլ սուբստրատի 
ճեղքում)

A NEW SENSITIVE ASSAY FOR DETERMINATION 
OF ENDOPEPTIDASE ACTIVITY

T. N. AKOPIAN, L. V. KARABASHIAN, A. A. ARUTYUNIAN. A. A. GALOYAN

A fluorescent method is described that permits the assay of endo
peptidase on globin substrate modified by pyridoxal-5-phosphate. De
termination of enpopeptldase activity is carried out by means of measu
ring of the signal of fluorescence of acid soluble peptides after enzyme 
action. The described method permits to detect not less than 10 pmol of 
the substrate breakdown.
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УДК 577,150.7

ПОЛУЧЕНИЕ И ИССЛЕДОВАНИЕ СВОЙСТВ 
РИФАМПИЦИНРЕЗИСТЕНТНЫХ РНК-ПОЛИМЕРАЗНЫХ 

МУТАНТОВ Е. СО1Л В/г

М. Г. ОГАНЕСЯН, А. В. АРУТЮНЯН

Было получено п изучено 200 рифампицинрезистентных РНК-полимеразных мутан
тов у Е. со11 В/г. Анализ показал, что у 5 мутантов проявляется высокоплейотропным 
эффект таких мутаций. Изменению подвергаются такие свойства как термочувствитель
ность, ауксотрофаость, способность супресснровать нонсенс мутации, генерационное вре
мя, что связано с изменениями свойств РНК-полимеразы.

Показано, что условнолетальные мутации в гене 43 бактерио
фага Т4 (ген, контролирующий биосинтез ДНК-полимеразы) облада
ют мутаторным эффектом, обусловленным тем, что мутантный фер
мент допускает ошибки при репликации ДНК [1]. Исходя из общности 
функций (матричная конденсация нуклеотидов) ферментов ДНК- и 
РНК-полимеразы, было высказано предположение, что мутантные 
РНК-полимеразы могут допускать ошибки на разных стадиях (узна
вание, инициация, элонгация, терминация) процесса транскрипции 
генетической информации [2].

При этом предполагалось, что такого рода мутации должны 
иметь плейотропное (множественное) действие, поскольку РНК-по
лимераза участвует в транскрипции большинства (если не всех) ге
нов. Действительно, удалось получить рифампицинрезистентные (за
трагивают ген, кодирующий 'Р-субъединицу РНК-полимеразы) му
танты Е. соИ К12 с высокоплейотропным эффектом [3].

Изучение около 80 РНК-полимеразных мутаций, полученных у 
штаммов Е. соИ К12, несущих амберные (ЗирП, ЗирЕ, ЗирЕ), охро
вый (ЗирС) и опаловый (УГА1) супрессоры, показало, что ряд му
тантов претерпел изменение таких свойств, как термочувствитель
ность, способность синтезировать важнейшие метаболиты (аминокис
лоты, нуклеотиды, витамины), характер супрессии нонсенс мутаций 
у бактерий (по способности сбраживать лактозу или синтезировать 
триптофан) и бактериофагов, а также морфо-физиологические осо
бенности клеток и их колоний [4].

В сообщении описываются рифампицинрезистентные РНК-йоли- 
меразные мутации с высокоплейотропным эффектом, полученные у 
Е. соН В/г с целью отбора мутантов, пригодных для изучения приро
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ды возможных ошибок, допускаемых мутантной РНК-полимеразой 
при транскрипции генетической информации.

Материал и методика. Использовали штамм Е. со11В/г \VL36—10—11 — 12 
1еилп1 1УГ,„С 5ирЕ0С. В результате супрессии нонсенс мутаций з лейциновом и тиро- 
зиновом генах БирЕо։ супрессором (охровый конвертант супрессора БирЕ) фенотипи
чески штамм становится прототрофом.

Был использован фаг Т4Б и его производные, содержащие нонсенс мутации 
(табл. 1).

Нонсенс мутанты фага Т4В
Таблица 1

Фаг Природа мутации Чувствительность 
к супрессору

11-78 амбериая БнрД БирЕ
Н։—16 амбериая БирЕ
Н»—36 амбериая БирД БирЕ
Н։—44 амберная БирЕ БирЕ
Нз-54 амбериая БирЕ БирЕ
ос—3 охровая БирВ
ос—5 охровая БирС

Минимальной средой (МС) служила М9 [5], Б-амииокислоты добавлялись в кон
центрации 20 мкг/мл. В качестве полноценных сред (ПС) применяли мясопептонный 
бульон (МПБ), индикаторную среду Эндо и Т-среду, содержащую дрожжевой экстракт 
5г, пептон Юг и №С1 5г на 1л Н2О; после стерилизации добавляли глюкозу (0,1%).

Были использованы кристаллические препараты -рифампицина («Бо^'боп» Англия) 
и стрептомицинсульфата (отечественного производства). За исключением особо отме
ченных случаев, концентрация рифампицина равнялась 50 мкг/мл, стрептомицинсуль
фата — ) 00 мкг/мл

Выделение спонтанных рифампицинустойчивых мутантов. Клетки штамма \VU36 — 
10—И—12, взятые из отдельных колонии, выращивались в пробирках с МПБ до титра 
3—5Х Ю8 клеток/мл. Затем из каждой культуры по 2—4Х Ю7 клеток переносились в 
пробирки с МПБ, содержащим 50 мкг/мл рифампицина и инкубировались 48 час. при 
37°. Из пробирок с помутневшим бульоном клетки переносились на среду Эндо, содер
жащую рифампицин в той же концентрации, и инкубировались при 37°. Колонии, обра
зовавшиеся после 48-часовой инкубации из серийных разведений пересевались еще триж
ды на ту же среду для получения чистых линий мутантов.

Методы анализа рифампицинустойчивых мутантов. Ауксотрофность и термочувстви- 
телыюсть определялись по росту на месте капель бактериальных суспензий или штри
хов на полноценной и минимальных синтетических средах при 37° и 42°. Способность 
поддерживать развитие нонсенс мутантов фага Т4В определялась по Бензеру [6]. Ис
пользованные мутанты фага приведены в табл. 1. Одиночный цикл размножения 
(ОЦР) фага Т4В определялся по Эли® и Дельбрюку [7], лактозосбраживающая спо
собность—по окраске колоний на индикаторной среде Эндо.

Бактерии выращивались в Т-среде при усиленной аэрации. Через определенные про
межутки времени брались пробы для определения титра. На стадии логарифмического 
роста определялось значение времени генерации по формуле [8]:

— Ц
И £՜'

3.3 18 —
Ь

где ц — время генерации, Ь — титр в момент 1։, В — титр в момент. 12.
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Ночные культуры бактерий после 2-часового выращивания в свежей питательной 
среде высевались на чашки со средой Эндо. После 40-часовой инкубации при 37° иссле
довались размеры и форма колоний.

Результаты и обсуждение. Рифампицинрезистентные (рпф-р) му
танты были получены у штамма WU36—10—11—12, содержащего 
две нонсенс мутации (амберную—в лейциновом гене, охровую—в ти
розиновом) и SupEoe супрессор, который подавляет проявление обе
их нонсенс мутаций. Выбор этого штамма был обусловлен тем. что 
наличие системы нонсенс супрессии позволяло сравнительно легко 
отобрать рпф-р мутации с плейотропным действием, поскольку даже 
незначительные изменения выражения супрессорного гена (что мог
ло произойти под влиянием риф-р мутации) должны были заметно 
повлиять на фенотип организма. Подобные изменения в проявлении 
каких-либо других генов могли остаться незамеченными.

Рост исходного штамма на полноценной агаризованной среде 
полностью подавляется концентрацией рифампицина 15 мкг/мл, а 
па минимальной—5 мкг/мл. Проверено 200 риф-р мутантов, которые 
по устойчивости к рифампицину подразделялись на две основные 
группы: 1—устойчивые к дозам антибиотика до 150 мкг/мл (мутанты 
гроВ401, гроВ402, гроВ403) и 2—способные расти при концентрации 

.антибиотика более 400 мкг/мл (гроВ409, гроВ423).

Таблица 2
Минимальные концентрации рифампицина, 

подавляющие рост рнф-р мутантов на 
ПС и МС при 37°

Штамм

Концентрация рифампи
цина, мкг/мл

МС ПС

WU36—10-11—12

I

II

гр эВ 402 
гроВ 403 
гроВ 401

гроВ 409 
гроВ 423

5

25
30
70

>100
>100

15

75
100
150

>400
>400

Из табл. 2 видно, что как мутанты, так и исходный штамм на 
минимальной среде более чувствительны к рифампицину, чем на пол
ноценной. При 27° риф-р мутанты по рифампицничувствнтельности не 
отличаются от родительской культуры.

С целью отбора риф-р мутантов, отличающихся от исходного 
гштамма помимо устойчивости к рифампицину и по другим признакам, 
был проведен их физиологический анализ. Исследовались следующие 

■свойства штаммов: ауксотрофность, термочувствительность, супресси- 
рующая .способность 5ирЕ(1С супрессора, способность поддерживать 
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развитие дикого фага Т4В, способность сбраживать лактозу, время 
генерации и морфология колоний.

Луксотрофность и термочувствительность. Ауксотрофность опре
делялась высевом штаммов на минимальную среду. В результате этих 
опытов были выделены 3 ауксотрофных риф-р мутанта (гроВ401, 
гроВ409 и гроВ423). При идентификации ауксотрофности в первую 
очередь была проверена зависимость роста этих мутантов от лейцина 
и тирозина, поскольку, как было указано, даже небольшие наруше
ния супрессии нонсенс мутаций в лейциновом и тирозиновом генах 
могли привести к их фенотипическому проявлению. Причем, мутант 
может нуждаться или в одной из указанных аминокислот, или одно
временно в обеих.

Рост риф-р мутантов на ПС и МС при 37° и 42°
Таблица 3

Темпера
тура Штамм ПС МС

МС с добавками

лей тир лей + тир

№1136—10—11—12 3 3 3 3 3
гроВ 401 3 0 3 0 3

37° гроВ 4)2 3 3 3 3 3
гроВ 103 3 3 3 3 3
гроВ 409 3 0 3 3 3
гроВ 423 3 0 0 0 3

№1136—10- 11—12 3 3 3 3 3
гроВ 401 3 0 0 0 3

42- гроВ 402 3 3 3 3 3
гроВ 403 3 0 0 0 0
гроВ 409 3 0 3 0 3
гроВ 423 3 0 0 0 3

Обозначения: лей—лейцин, тир—тирозин, 3—нормальный рост, 0—отсутствие роста.

Результаты опытов (табл. 3) свидетельствуют о том, что гроВ401 
нуждается в лейцине, гроВ423—в лейцине и тирозине, а гроВ409 рас
тет при добавке в среду либо лейцина, либо тирозина.

Наблюдается зависимость потребности в факторах роста от тем
пературы инкубации. Сравнив данные, приведенные в табл. 3, можно 
заметить, что мутант гроВ401, нуждающийся при 37° в лейцине, при 
42° нуждается и в лейцине, и в тирозине; троВ409 при высокой темпе
ратуре растет лишь на средах, содержащих лейцин, в то время как 
при 37° рост его поддерживается также тирозином. Мутант гроВ403 
не растет при высокой температуре ни на одной из использованных 
сред, кроме сред, содержащих дрожжевой экстракт. Попытка иденти
фицировать потребность в факторах роста этого мутанта методом 
Холлидея [9] не увенчалась успехом.
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Для того, чтобы определить обусловлена ли ауксотрофность этих 
-мутантов нарушением супрессии нонсенс мутаций, была проверена 
способность БирЕос супрессора подавлять нонсенс мутации в фаговом 
геноме.

Способность риф-р мутантов поддерживать развитие нонсенс му
тантов фага Т4В. О супрессирующей способности БирЕос супрессора 
судили по развитию фагов, производных Т4В, содержащих амберную 
и охровую мутации (табл. 4).

Данные, представленные в табл. 4, показывают, что только у му
танта гроВ423 полностью утрачена способность супрессировать как 
амберные, так и охровые мутации фагов Т4В. У остальных мутантов 
в зависимости от температуры полностью или частично утрачивается 
способность супрессировать только амберные мутации фага Т4В. Од
нако следует отметить, что мутант гроВ403 в отличие от исходной 
культуры приобретает способность при 37° поддерживать развитие 
фагов Н-78 и Н2-36. Эти результаты говорят в пользу предположения 
о том, что ауксотрофность риф-р мутантов может быть обусловлена 
утратой способности БирЕос эффективно супрессировать амберные 
или амберные и охровые мутации, особенно при 42°.

ОЦР фага Т4В. Большинство выделенных риф-р мутантов нор
мально поддерживает развитие дикого фага Т4В. Мутант гроВ402 
отличается по этому свойству от родительского штамма и других 
риф-р мутантов. Как видно из табл. 4, фаг Т4В очень слабо развива
ется на гроВ402, о чем свидетельствуют также результаты опыта по 
определению одиночного цикла и кинетики размножения фага Т4В 
(рис. 1).

Выход фага в случае исходного штамма составляет 240 фаговых 
частиц на клетку, а у мутанта гроВ402 в 30 раз меньше (8 фаговых 
частиц.).

Родительский штамм независимо от температуры нормально 
сбраживает лактозу. Мутант гроВ401 при 27° на среде Эндо образует 
колонии светло-розового цвета. Это свидетельствует о том, что он при 
низкой температуре либо не сбраживает лактозу, либо сбраживает 
много хуже, чем исходный штамм. При высоких температурах (37° и 
42°) эта способность частично восстанавливается.

Эксперименты по определению времени генерации показывают, 
что риф-р мутанты растут медленнее исходной культуры \VU36—10— 
11 — 12. Время генерации (мин): ШиЗб—10—11—12—25, гроВ409— 

֊30, гроВ401—43, гроВ403—58, гроВ402—60.
Среди риф-р мутантов оказались такие, колонии которых мор

фологически отличаются от колоний родительского штамма. Колонии 
мутантов гроВ402 и гроВ403 много меньше колоний XV С 36—10—11 — 
12. При инкубации более 30 час. соотношение размеров колоний нс 
изменяется. Колонии мутанта гроВ401 плоские, шероховатые, с изре
занными краями и неправильной формы.
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Биологический ж
урнал А

рмении, X
X

X
I, № б—

5

Развитие нонсенс мутантов фага Т4В
Т .։ б л п ц а 4

Фаг

Ш т л м м

у^изб—10—11—12 гро В 401 гро В 402 гро В 403 гро В 4и9 гро В 423

37° 42’ 37* 42֊' 37’ 42’ 37° 42’ 37" 42" 37" 42"

Н—78 — — 1 _ — — 4 +4- — — — — —

Н,—16 +++ 4-4-4- — 4՜ 4- + 4-4- 1 
"Г 4-+ + — —

Н։-36 — — — — 4-4-+ + + — — — —

Н,-44 444“ 4-4-4- — — 4 4- -++4՜ 4-+ ++ + —
Н,-54 4-44 +++ 4-4- — 4- 4- 4-г 4 +4- 4-4- 4 — —

ос—3 +4-4- 4- 4-4- 4-++ + 4-4- 4- 4- 4-44 +++ +4-4- 4՜ 1 + — —

ос—5 4-+4- 4—1—1՜ 4-4-4- +++ 4- 4- +4-4- + ++ 4-+4- 4-4՜ 1 — . —

Т4В 4-4-4- 4-4-4- +-г + 4-4-4- 4- -Г +++ +++ 4՜+4՜ +4 + + 1 1 1 1 +

Обозначения: + + 4-----нормальный рост фагов, +4----- ослабленный рост, 4 - очень слабый рост------отсутствие роста.



Таким образом, результаты анализа позволили выделить 5 риф-р 
мутантов, которые помимо устойчивости к рифампицину отличаются 
от исходного штамма еще по одному или более признакам.

У штамма Е. coli В/г WU36—10—11—12 получено 200 спонтан
ных риф-р мутантов. Чтобы практически исключить возможность от
бора множественных мутантов, мутагены не применялись.

По своему основному признаку—рифампицинрезистентности—му
танты отличаются друг от друга. Ряд мутантов устойчив к высоким 
концентрациям рифампицина (400 мкг/мл и более), в то время как 
рост трех мутантов (гроВ401, гроВ402 и гроВ403) подавляется кон
центрацией антибиотика до 150 мкг/мл. Jn vitro синтез РНК, осу
ществляемый ферментами, выделенными из этих мутантов, также бо
лее чувствителен к рифампицину [10].

Было отобрано 5 риф-р мутантов (гроВ401, гроВ402, гроВ403, 
гроВ409 и гроВ423), которые отличаются друг от друга и от исходно
го штамма по ряду фенотипических признаков: ауксотрофности, тер
мочувствительности, способности поддерживать развитие нонсенс 
мутантов фага Т4В, кинетике развития и выходу фага Т4В, способ
ности сбраживать лактозу, времени генерации, морфологии колоний.

Результаты in vitro изучения синтеза РНК, выделенной из этих 
мутантов РНК-полимеразой, в присутствии рифампицина свидетель
ствуют о том, что рпфампицинрезистентность мутантов обусловлена 
изменением свойств РНК-полимеразы [10].

Так как условия отбора риф-р мутантов практически исключали 
отбор множественных мутантов, можно предположить, что изменение 
одновременно с рифампиципустойчивостью ряда свойств клетки явля
ется результатом плейотропного действия риф-р мутацией.

Филиал ВНИИ генетики,
г. Чаренцаван Поступило 13.11 1978 г.

Е. coli В/г ՇՏԱՄԻ ՄՈՏ ՈԻՖՍ.ՄՊԻՑԻՆԱԿԱՅՈԻՆ ՌՆԹ-ՊՈԼԻՄԵՐԱԶԱՅԻՆ 
ՄՈՒՏԱՆՏՆԵՐԻ ՍՏԱՑՈՒՄԸ ԵՎ ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻՐՈՒՄԸ

IT. Գ. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ, Ա. Վ. ՀԱՐՈՒԹՅՈՒՆՅԱՆ

E. coli В/г շտամի մոտ ստացվել և ուսումնասիրվել են 200 ռիֆամպիցի
նս) կայուն Ո-նՒ-պոլիմ երազային մուտանտներ։ Փորձերի տվյալները ցույց 
տվեցին, որ հինգ մուտանտների մոտ արտահայտվում է այդ տիպի մուտա
ցիաների բարձր պլեյոտրոպ էֆեկտt Փոփոխվում են նաև ջերմազգայնու- 
թյունը, աուքսոտրոֆոլթյունը, նոնսենս մուտացիաներ սոլպրեսացման ունա
կությունը, գեներացիոն ժամանակը, նշված փոփոխությունները կապված են 
ՌնՒ-պոլիմերազի հատկությունների փոփոխման հետւ
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF RIFAMPICYNE- 
RESISTANT RNA-POLYMERASE MUTANTS OF 

ESCHERICHIA COLI B/r

M. G. OGANESSIAN, A. V. ARUTYL’NIAN

200 rifamplcyne-resistant RNA-polymerase mutants of Escherichia 
coll B/r have been Isolated and studied. The results presented in the 
paper indicate that 5 mutants demonstrate high pleyotroplc effect. Sub
ject to a change are such properties as thermosensitivity, auxotrophy, 
nonsence mutations supressing ability and generation time of mutants, 
and this Is related to the changes of RNA-polymerase properties.
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ВЛИЯНИЕ ГЕНОТИПИЧЕСКОЙ СРЕДЫ НА ПЛЕПОТРОПНЫП 
ЭФФЕКТ РНК-ПОЛИМЕРАЗНЫХ МУТАЦИЙ

М. Г. ОГАНЕСЯН, А. В. АРУТЮНЯН

Для доказательства плейотроппого проявления РНК-полимеразных мутаций рифам- 
пицинрезистентные аллели из различных мутантов были перенесены в исходную куль
туру при помощи трансдукции. Большинство рекомбинантов повторяло свойства РНК-но- 
лпмеразного мутанта. Перенос тех же аллелей в два других генетически отличающихся 
штамма показал, что в зависимости от генетического окружения плейотропный эффект 
РНК-полимеразных мутаций проявляется по-разному.

В 1970 г. соавтором данной статьи было выдвинуто предположе
ние о возможных ошибках на разных стадиях процесса транскрип
ции, допускаемых мутантными РНК-полимеразами [1]. Ранее нами у 
Е. coli В/г была выделена большая группа рифампицинрезистентных 
(риф-р) мутантов, у которых изменен ген, кодирующий [3-субъедини
цу РНК-полимеразы. У пяти мутантов наряду с резистентностью к 
рифампицину изменились и другие свойства (плейотропный эф
фект) [2].

В настоящем сообщении приводятся данные, свидетельствующие 
о том, что отмеченные изменения являются результатом плейотропно- 
го проявления мутаций в РНК-полимеразиом гене и подвержены влия
нию генотипической среды.

Материал и методика. Были использованы штаммы Е. coli К12 АУига՜* Hfr argH 
SupE (получен от С. 3. Миндлин), СИ 327 F՜ till argH irp SupE str-r, а также 
E coli B/r WU36—10—11—12 leuam tyroc SupEoc (получен от Пирсона, США) н его 
рнф-р производные, свойства которых описаны в табл. 1.

Применялись фаги Т4В и его производные с различными нонсенс мутациями [3], □ 
также трансдуцирующий фаг PI. В качестве минимальной использовалась среда М9 
[4], а полноценных—мясо-пептонный бульон и агар (МПБ, МПА), а также индикатор
ная среда Эндо для определения лактозосбражнвающей способности культур и Т-среда 
[5] для осуществления трансдукции. В работе был использован кристаллический пре
парат рифампицина («Lowson», Англия).

Перенос риф-р аллелей мутантов в исходный штамм был осуществлен трансдукци
ей с помощью фага Р1. Трансдукционная смесь высевалась на чашки методом агаровых 
слоев [4]. Трансдукционпые скрещивания проводились по следующей методике. Трапс- 
дуцнруюший фаг выращивался в высоком титре на донорной культуре, полученным ли
затом заражали реципиентную культуру. Трансдукционную смесь инкубировали 20 мин, 
затем центрифугированием освобождали от пеадсорбированных фаговых частиц. Оса
док ресуспендировали и высевали на соответствующие селективные среды для отбора 
трансдуктантов.
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Таблица I
Характеристика риф-р мутантов

Риф-р
мутант Морфология колоний

Время 
генерации, 

мин

Ауксотрофность Развитие фагов, чувствительных 
к супрессорам

37" 42' 37° 42"

гро В491 крупные, разрезанные 43 лейцннзавпспмый лейцин* н тирознн- 
завпспмып

Зир Е** Зир В Зир В

ро В4О2 мелкие 60 прототроф прототроф ♦ ♦

ро В4:)3 мелкие 58 прототроф ауксотроф Зир ЕЗирВ Зир Е** Зир В

гро В409 крупные 30 лейцин- или тпрозинза- 
впсимый

лепцннзавпспмый Зир Е** Зир В Зир Е** Зир В

Гро В423 крупные 25 лейцин- и тнрозппза- 
внснмый

лейцин- п тпрозинза- 
впсимый

не рази ива юте я

Исходный 
штамм 

\VU36-10- 
11-12 крупные 25 прототроф прототроф Зир Е Зир В Зир Е Зир В

*—свойство определить не (удается, так как сам дикий фаг Т4В развивается плохо.
**—фагн, чувствительные к ЗирЕ супрессору, развиваются слабо.



Результаты и обсуждение. Нами выделены спонтанные рнф-р му
танты, отличающиеся друг от друга и от родительского .штамма поми
мо рифампицпнрезистентности и рядом других свойств (табл. 1).

Предполагалось, что причиной изменения ряда фенотипических 
признаков мутантов является плейотропный эффект РНК-полимераз- 
ных мутаций. Правильность этого можно было проверить переносом 
аллелей рифамппцинустойчивости в геном родительского штамма, а 
также замещением аллелей рифампицинустойчивости аллелем рифам- 
пицинчувствительности в геномах риф-р штаммов. Если при проверке 
первым способом оказалось бы, что родительский штамм приобрел ха
рактерные признаки мутанта, а при проверке вторым—произошел 
возврат к исходному фенотипу, предположение можно было бы счи
тать правильным.

Анализ риф-р колоний, полученных в результате переноса риф-р 
аллелей мутантов в исходный штамм. Приводятся результаты анали
за риф-р колоний, полученных после трансдукционных скрещиваний 
каждого мутанта с исходным штаммом.

гроВ401Х№и36—10—11—12. У 96% проверенных риф-р колоний, 
выросших из рассева трансдукционной смеси, изменены следующие 
свойства. Способность сбраживать лактозу: при 27° лактоза сбражи
вается слабо или не сбраживается, а при 37° эта способность в неко
торой степени восстанавливается, но остается ниже уровня родитель
ского штамма. Способность поддерживать развитие нонсенс мутан
тов фага Т4В: амбер-мутанты фага при 37° образуют мутную зону 
лизиса, что свидетельствует об их плохом развитии, а при 42° вообще 
не образуют таковую. При 37° клетки нуждаются в лейцине, а при 
42°—в лейцине и тирозине. Время генерации, как и у мутанта гроВ401, 
составляет 43 мин (у исходной культуры АУПЗб—10—11—12 —25 мин). 
Колонии плоские, шероховатые, с разрезанными краями.

Сравнив описанные свойства риф-р колоний со свойствами му
танта гроВ401 (табл. 4), можно заключить, что они являются реком
бинантными по риф-р аллелю, поскольку характерные свойства мутан
та гроВ401, обусловленные данной риф-р мутацией, проявляются и у 
трансдуктантов.

гроВ402х№и36—10—11—12. У подавляющего большинства риф-р 
колоний (92%) изменены некоторые свойства. Выход фагового по
томства в расчете на каждую зараженную клетку равен 8, что в 30 
раз меньше, чем у реципиента. Время генерации как и у мутанта 
гроВ402—60 мин. Колонии примерно вдвое меньше, чем у реципиента.

Как видим, характерные признаки мутанта гроВ402 передаются 
вместе с риф-р аллелем, на основании этого можно заключить, что 
они являются результатом плейотропного проявления риф-р мутаций.

гроВ403х№1136—10—И—12. Свойства 95% риф-р колоний сов
падают с характерными свойствами донора (мутанта гроВ403). Под
держивают развитие амбер-мутантов Н-78 и Нг—36, которые не рас
тут на газоне реципиента, развитие их как и других амберных мутан-
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7ов фага Т4В зависит от температуры. При 37е риф-р колонии являют֊ 
ся прототрофами, а при 42'" не растут ни на одной из синтетических 
сред, предложенных Холлидеем для идентификации ауксотрофности 
[6J. Время генерации—58 .мин, как и у мутанта гроВ403. Колонии 
примерно вдвое меньше колоний реципиента.

rpoB409y.WU36—10—11—12. Мутант гроВ409 отличается от ис
ходного штамма временем генерации (30 мин), а также зависящих 
от температуры ауксотрофностью и способностью поддерживать раз
витие амбер-мутантов фага Т4В. Анализ риф-р трансдуктантов, об
разовавшихся в результате данного скрещивания, показал, что они 
приобрели вместе с риф-р аллелем все свойства мутанта гроВ409. Та
кой результат является доказательством того, что характерные свой
ства этого мутанта обусловлены риф-р мутацией.

rpoB423yWU36—10—11—12. Реципиентный штамм WU36—10— 
II —12, в отличие от вышеописанных скрещиваний, в данном случае 
не приобрел вместе с риф-р аллелем характерные свойства донора. 
По-видимому, фенотип мутанта гроВ423 и соответствующая потреб
ность в лейцине и тирозине обусловлены не риф-р мутацией, а какой- 
то другой.

Таким образом, анализ риф-р рекомбинантов, полученных в ре
зультате переноса риф-р аллелей мутантов в исходный штамм, пока
зал, что характерные свойства мутантов гроВ401, гроВ402, гроВ403 и 
гроВ409 обусловлены соответствующими мутациями рифампицинус- 
тойчивости, поскольку при переносе риф-р аллелей этих мутантов в 
исходный штамм последний одновременно приобретает фенотипичес
кие свойства мутанта.

Зависимость плейотропного эффекта риф-р мутаций от генотипа 
организма. Было исследовано влияние риф-р мутаций на фенотип 
двух отличных по генотипу штаммов Е. coll К12—АУ ига + и СН327 
Скрещивания проводились с помощью фага Р1. Риф-р рекомбинанты 
отбирались среди arg+ (в случае АУога + ) и thi+ (в случае СН327) 
трансдуктантов. При анализе их контролем служили АУига+ arg+ 
СН327 thii+ рекомбинанты, не получившие риф-р аллель.

В табл. 2 приведены данные о влиянии риф-р мутаций на способ
ность котрансдуктантов расти на полноценной и минимальной сре
дах при различных темпер/атурах.

Данные табл. 2 свидетельствуют о том, что мутации гроВ401, 
гроВ402 и ipoB409 подавляют рост рекомбинантов штамма АУига + 
при 42° на минимальной среде. Соответствующие рекомбинанты штам
ма СН327 (СН/401, СН/402, СН/403 и СН/409) при тех же условиях 
частично утрачивают способность к росту.

Данные о способности рекомбинантов поддерживать рост амбер- 
ных мутантов фага Т4В представлены в табл. 3.

По данным табл. 3, мутации гроВ401 и гроВ409 одинаково влия
ют на способность обоих штаммов поддерживать развитие амбер-му

тантов фага Т4В. Влияние мутации гроВ403 на то же свойство штам-
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аллель.

мов зависит от генотипа: АУ/403 при 42° значительно хуже поддержи
вает развитие фагов, чем при 37°, однако в штамме СН327 эта же му
тация не влияет на способность культуры обеспечивать рост мутан
тов фага Т4В.

Мутация гроВ402 в разных штаммах Е. coli К12 примерно одина
ково влияет (подавляет) на выход фага Т4В. У АУ/402 выход фага 
составляет 8 бляшкообразующих частиц, а у СН/402—6, т. е. пример
но в 30 и 40 раз меньше, чем у исходных штаммов АУига+ и СН327 
соответственно.

Влияние риф-р мутаций на морфологию колоний также зависит 
от генотипа. Так, если в штамме СН327 мутация гроВ403 не влияет 
на размер колоний, в случае штамма АУига + она приводит примерно 
к двукратному уменьшению их.

У рифампицинчувствительных рекомбинантов, полученных в ре
зультате скрещивания независимых риф-р штаммов, исследовались 
следующие признаки: зависимость роста от температуры, способность 
поддерживать развитие фага Т4В и его амбер-мутантов (при 37 и 42°), 
а также морфология бактериальных колоний. При анализе не были 
обнаружены какие-либо различия между рифампицинчувствительны- 
ми рекомбинантами и контрольным штаммом СН327. Таким образом, 
изменение ряда признаков у риф-р рекомбинантов CI 1/401, СН/402 и 
СН/409 обусловлено плейотропным эффектом РНК-полнмеразных 
мутаций.

При включении риф-р аллелей в геном родительского штамма 
последний приобретает также характерные признаки мутанта. А при
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Развитие амбер-мутантов фага Т4В на рнф-р рекомбинантах штаммов АУига и СН327
Т а б л и и а 3

Ф а г

Штамм Н- 78 Н, ֊16 н,--36 Н,-44 Пэ-54 Т4В

37° 42° 37’ 42° 37’ 42’ 3 7’ 42’ 37 42" 37" 42"

АУ ига+ +++ 4—Ь + 4—Ь+ 4—г+ + ++ ++ + 4-4 + +4 4- + 1 + +++ + + + + 4 4

АУ/401 + — +4- 4> 4-4- + 4- — + + + + 1 + ++ г

АУ/403 ++ + + +++ 4՜ +++ ++ 4“ 4-4- — ++ ’• + + 4՜+ ++ +

АУ/409 +++ — +++ 4 + +++ 4-4-4՜ +++ + + + + + + 1 + 4 1 +

АУ/423 -|—1-֊р ч—1—ь +++ 4—1—Ь +++ 4—1—1- 4“ 4-4- +++ + + 1՛ + + 4 + + 1- 4 1֊ +

СН327 н— ++ + 4—Ы- +++ +++ +++ ++-+ +++ + + + + + + + 1 + + 1 4-

СН/401 ++ — 4֊ — ++4՜ ++ — — 4 + 4- +++ ++ +

СН/403 -Н-+ +ч—и т++ +++ + 4՜ + 4-4-4" +++ +++ + + + 4 + 4 ++! + +!

СН/409 +++ — +ч֊ 4՜ + ++ + +++ +++ + 4+4- + !֊++ 4 + 1

СН/423 +4-4- +++ 4*4—1՜ 4—1—1՜ 4—г 4- +++ +++ +++ +++ +++ + 1 + 4 +4՜

Зоны лизиса: 4 + 4—прозра“ная, +-|—мутная, Н—очень мутная,------ отсутствует.

сэ го 
<0



замещении риф-р аллелей диким аллелем рифампищшчувствитель- 
ности, клетки одновременно утрачивают характерные свойства соот
ветствующего мутанта. Указанное свидетельствует о том. что наблю
даемые нарушения свойств риф-р мутантов обусловлены изменениями 
РНК-полимеразы.

Очевидно, что разные риф-р мутации специфически влияют на 
определенные свойства клетки. Так, мутация гроВ401, нарушающая 
супрессию нонсенс мутаций, способность сбраживать лактозу и дру
гие свойства клетки, не влияет на развитие дикого фага Т4В. В то же 
время мутация гроВ402, нарушающая рост дикого фага Т4В, не влия
ет на прототрофность клетки или ее способность сбраживать лактозу. 
Одной из особенностей мутанта гроВ403, в отличие от гроВ401 и 
гроВ409, является то, что он нормально поддерживает развитие нон
сенс мутантов фага Т4В, более того на нем развиваются՛ еще 2 фага с 
амбер-мутацией (Н-78 и Н2-36), этого не наблюдается в случае роди
тельского штамма.

Обнаружено, что специфическое влияние риф-р мутаций на какое- 
либо свойство клетки зависит от генотипа организма. Например, 
риф-р рекомбинанты АУ/403 и СН/403 по-разному поддерживают 
развитие амбер-мутантов фага Т4В при 42°.

Биохимическое изучение мутантов [2] показало, что некоторые 
их свойства (термочувствительность гроВ403, нарушенная способ
ность гроВ402 поддерживать развитие фага Т4В и др.) не могут быть 
объяснены прямым выражением структурных изменений в РНК-поли- 
меразе, а, возможно, связаны с нарушениями работы мутантной 
РНК-полимеразы.

Филиал ВНИИ генетики,
г. Чаренцавап Поступило 10.111 1978 г.

ԳԵՆՈՏԻՊԻԿ ՄԻՋԱՎԱՅՐԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ՌՆԹ-ՊՈԼԻՄԵՐԱՋԱՅԻՆ 
ՄՈՒՏԱՑԻԱՆԵՐԻ ՊԼԵՅՈՏՐՈՊ ԷՖԵԿՏԻ ՎՐԱ

Մ. Գ. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ, Ա. Վ. ՀԱՐՈՒԻՑIIԻՆՅԱՆ

ՌՆԹ- պոլիմերազա յին մուտացիաների պլեյոտրոպ արտահայտումը ապա
ցուցելու համար տարբեր մ ուտանտների րիֆ-ր ալելները փոխադրվել են 
ծնողական կուլտուրայի մեջ տրանսդուկցիայի օգնությամբ։ Ռեկոմ բինանտ- 
ների մ եծամ ասնոլթ յունր կրկնել է ՌՆՒ-պ ոլիմ երազային մուտանտի հատ
կությունները։ Այդ նույն ալելների փոխադրումը գևնետիկորեն տարբերվող 
երկու այլ շտամների մեջ ցույց տվեց, որ կախված գենետիկական միջավայ- 
րՒՅ՛ Ռնք^-պոլիմ երազա յին մուտացիաների պլեյոտրոպ արտահայտությունը 
հանդես է գալիս տարբեր ձևով։
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THE INFLUENCE OF GENETIC CONSTITUTION ON PLEYOTROPIC 
EFFECT OF PNA-POLYMERASE MUTATIONS

M. G. OGANESSIAN, A. V. ARUTYUNIAN

To prove the pleyotroplc effect of RNA-polymerase mutations ri- 
famplcyne-resistant alleles from different mutants have been transduced 
to the initial culture. The majority of the recombinants demonstrated the 
properties of PNA-polymerase mutants. The transformation of the same 
alleles into the two other genetically different strains shows that pleyo
troplc effect of PNA-polymerase mutations appears In different ways 
depending on the genetic environment.
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ВЛИЯНИЕ УДОБРЕНИЙ НА БИОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ 
ПРИ ОСВОЕНИИ ЭРОДИРОВАННЫХ ПОЧВ

Л. А. ХАЧИКЯН, Э. Ф. ШУР-БАГДАСАРЯН, С. Д. ДОЛУХАНЯН
I

Установлено, что систематическое внесение азотных удобрений приводит к рез
кому повышению фитомассы житняка, высеянного на сильноэродированных кашта
новых почвах, и оказывает благоприятное действие на их микробиологическую ак
тивность. С увеличением общего числа микроорганизмов происходит так же измене
ние видового состава их, обнаруживаются бактерии из рода Pseudomonas и So- 
rangium. Наблюдаются большие сдвиги в нитрифицирующей способности этих почв.

Одним из главных факторов, влияющих на повышение плодоро
дия эродированных почв при освоении их под кормовые угодья, являет
ся внесение недостающих элементов питания растений, в частности азо
та. Вследствие слабой обеспеченности смытых почв азотом жизнен
ность высеянных трав крайне низка, и сильно изреженный травостой 
не способен приостановить эрозионные процессы.

В последние годы изучению влияния удобрений на микробиоло
гическую активность эродированных почв начали уделять должное 
внимание [1—7].

Цель данной работы состояла в изучении влияния азотных удоб
рений на биологическую активность смытых почв, запятых под мно
голетние травы.

Материал и методика. Исследования проводились в 1973—1975 гг., испытывались 
многолетние травы (житняк шнрококолосый), высеянные на силыюсмытых свет
ло-каштановых почвах с выходами на поверхность диатомитов. Опыт заложен на 
территории почвенно-эрозионного опорного пункта Спсианского района НИИ поч
воведения и агрохимии МСХ АрмССР.

Исходя из того, что диатомиты обладают довольно высокой обеспеченностью 
подвижными формами фосфора и калия и крайне слабой — лсгкогидролнзусмого азо
та, в почву опытного участка вносили азот в виде аммиачной селитры в дозе 60 кг/га 
действующего его начала. Контролем служил неудобренный посев житняка. Для опре
деления веса надземной и подземной массы житняка вырезывали .монолиты площадью 
50X50 см глубиной 20 см (в 4-кратной повторности) и после их расчленения прово
дили весовой учет фитомассы в воздушно-сухом состоянии.

Для микробиологических исследований применяли методику почвенных суспен
зий с использованием следующих питательных сред: мясо-пептонный агар (МПА)— 
для учета бактерий, усваивающих органический азот, крахмало-аммначный агар 
(КАА)—актиномицетов и бактерий, (усваивающих минеральные формы азота, почвен
ный агар (ПА)—общего количества бактерий, смесь равных объемов мясо-пептои- 
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него агара и сусло-агара (МПА-гСА)—спорообразующих бактерий в пастеризован
ном посеве (по Мишустину), сусло-агар (СА)—грибов, агар Гетчинсона—аэробных 
микроорганизмов, разрушающих целлюлозу (по Пушкинской), модифицированный 
и։ ар Эшби олигоиитрофилов, жидкая среда Виноградского—количества нитрофи- 
хаторов. Нитрифицирующую способность почвы определяли по методу Ваксмана. 
Физико-химические свойства почвы изучали по общепринятой методике.

Результаты и обсуждение. Долголетние опыты показали, что без 
недостающего в почве азота посевы житняка развиваются слабо и 
почти не дают генеративных побегов; надземная и подземная фито
масса в среднем за ряд лет составила соответственно 3,6 и 15,3 ц/га.

Систематическое внесение удобрений способствовало резкому 
повышению фитомассы житняка на сильнос.мытых каштановых поч
вах, что свидетельствует о высокой биогенности их. Надземные и под
земные части житняка ширококолосого были соответственно в 7 и 
8 раз больше, чем в неудобренном посеве. При этом на удобренных 
делянках высота растений и их генеративность резко отличалась от 
контроля (рис.). Кроме того, полевая влажность в верхнем слое поч-

Рис. Влияние азотных удобрений па развитие житняка ширококолосого. 
Слева направо: житняк па силыюсмытых почвах без удобрений и с 

। удобрением.

вы (0—10 см) была летом на 5,0% выше, чем на контрольном участ
ке с крайне пзреженным посевом.

Значительное накопление надземной и подземной массы житняка 
в результате внесения азотных удобрений, улучшение питательного 
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и водного режимов почвы создали благоприятные условия для акти
визации микробиологических процессов, о чем свидетельствует резкое 
увеличение общего числа микроорганизмов, в том числе бактерий, 
актиномицетов и грибов (табл. 1). Одновременно происходит измене-

Влияние удобрений на численность микроорганизмов (млн/г почвы) в 
сильноэродированных каштановых почвах, засеянных житняком 

ширококолосым |

Таблица 1
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 мг
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це
ты

Г р
иб

ы

Соотношение микроорга
низмов, %

бактерии актнно- 
мнцеты грибы

Контроль 0-10 1.6 2,5 18,10 0,27 0,49 95,9 1,4 2.7
10—20 1.5 2.2 13,40 0,09 0,10 98,6 0,6 0,8
20-30 0,7 1.6 11,90 0,06 0,05 99,0 0,5 0,5

N« 0-10 2,0 3,1 29,56 1,19 0,96 93,2 3,7 3,1
10-20 1,7 2.8 23,42 0,39 0,28 97,2 1,6 1.2
20-30 1,4 2,8 16.15 0,19 0,18 97,7 1.2 1.1

ние видового состава их. В измененной среде появились разрушаю
щие целлюлозу миксобактерии, не обнаруженные в неудобренной поч
ве. Резко увеличилось количество темноокрашенных грибов—Clados- 
porium, Chaetomium, Stachybotrys и актиномицетов — Act. albus, Act. 
coelicolor, активно участвующих в разложении целлюлозных компонен
тов. Интенсивное разложение поступающих в значительном количест
ве растительных остатков привело к заметному повышению гумуса и 
незначительному увеличению легкогидролизуемого азота.

Большие сдвиги произошли в нитрифицирующей способности 
сильноэродированных каштановых почв. В верхнем слое почвы накоп
ление нитратов увеличивалось с 9,9 до 104 мг на 100 г почвы.

Интенсивное протекание процессов нитрификации при внесении 
азотных удобрений объясняется, по*-видимому, высокой обеспечен
ностью сильносмытых почв с выходом диатомитов, подвижными фор
мами калия и фосфора, что подтверждается исследованиями Ва- 
вуло [1].

Повышение биологической активности отмечается и в нижнем 
слое почвы (20—30 см), что явилось результатом чрезвычайной за
груженности его корневой системой житняка ширококолосого.

Для светло-каштановых почв характерно отсутствие азотобак
тера. С увеличением биологической продуктивности житняка под влия
нием удобрений азотобактер обнаруживается в микробном ценозе. 
Из споровых аммонификаторов преобладают Вас. me.saterium и Вас. 
mesentericus, хорошо усваивающие азотсодержащие соединения.

В микрофлоре, участвующей в азотном обмене смытых почв, осо
бое место занимают бактерии, усваивающие минеральный азот. Коли
чество их в контроле составляло 23,1, в то время как численность бак
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терий, усваивающих органический азот,—13,1 млн/г почвы. Внесение 
азотных удобрений приводит к резкому увеличению этих микроорга
низмов (табл. 2). Преобладание бактерий, усваивающих минеральный

Влияние удобрений на численность микроорганизмов (млн/г почвы), 
участвующих в азотном обмене сильноэродированных каштановых 

почв, занятых под житняком ширококолосым

Таблица 2
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растущие 
на среде 

с минераль
ным азотом

растущие 
на среде 

с органиче
ским азотом

Контроль 0-10 29,1 13,1 4,7 2,0 1,4 0,29
(без удоб- 10-20 20,4 6,4 3,1 1,9 1,3 0,13
рерии) 20-30 19,8 4,0 2,4 1,7 1,3 о,п

С удобре- 0-10 35,3 23,6 28,4 3,8 1,7 0,44
И И СМ 10—20 29,7 17,0 14,0 2,9 1,6 0,26

20-30 25,2 7,1 12,0 1.8 1,5 0,15

азот в эродированных каштановых почвах, свидетельствует об энер
гичном протекании минерализационных процессов и сравнительно не
значительном накоплении гумуса.

После внесения удобрений среди микроорганизмов, усваиваю
щих азот, обнаруживаются бактерии из рода Pseudomonas. Под воз
действием удобрений количество олигонитрофилов повышается в 6 
раз, оказывая существенное влияние на азотный баланс эродированных 
почв.

Таким образом, результаты микробиологического изучения силь-. 
носмытых каштановых почв с выходами диатомитов выявили на фоне 
внесения удобрений тесную взаимосвязь между поступающими в 
значительном количестве растительными остатками и активностью 
отдельных физиологических групп микроорганизмов. Изменение ви
дового состава микроорганизмов и их соотношения под воздействием 
удобрений указывает на своеобразие почвообразовательных процессов 
и способствует повышению плодородия сильноэродированных кашта
новых почв.
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Ուսումնասիրությունները կատարվել են հողագիտության և ագրոքիմիա
յի գիտահետազոտական ինստիտուտի Սիսիանի հակաէրոզիոն հենակետի 
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ուժեղ լվացված մակերես դուրս եկած դիատոմիտներով հարուստ բաց շագա
նակագույն հողերում, որոնք ապահովված շեն մատչելի ազոտով,

Հետազոտություններով բացահայտված է, որ ազոտային պարարտանյու
թի երկարատև սիստեմատիկ օգտագործումը լայնահասկ սեզի ցանքսի տակ 
ավելացնում է նրա վերգետնյա և ստորգետնյա կենսազանգվածը շպարար- 
տացված տարբերակի համեմատությամբ մոտ 7 — Տ անգամ, ստեղծելով 
նպաստավոր պայմաններ հողի խոնավության ավելացման և մանրէաբանա
կան պրոցեսների ակտիվության համար,

Պ արարտացման ֆոնի վրա օլիգոնիտրոֆիլների քանակը ավելանում է 
մոտ 6 անգամ, որն ունի էական ազդեցություն էրոզացված հողերի ազոտի 
բալանսի վրա։ Բուսական մնացորդների զգալի կուտակումը պարարտացման 
ֆոնի վրա խթանում է նաև ազոտ յուրացնող առանձին ֆիզիոլոգիական 
խմբերին պատկանող մանրէների կենսագործունեությունը և ազդում նրանց 
տեսակային կազմի վրա։

Հաստատված է սերտ կապ էրոզացված հողերում կուտակված բուսա
կան մնացորդների, առանձին ֆիզիոլոգիական խմբերին պատկանող մանրէ
ների միջև։ Մանրէների տեսակային կազմի և նրանց փոխհարաբերության 
փոփոխությունը ցույց է տալիս, որ ազոտային պարարտանյութի երկարատև 
ու սիստեմատիկ օգտագործումը նպաստում է ուժեղ էրոզացված բաց շագա
նակագույն հողերի բերրիության բարձրացմանը։

MINERAL FERTILIZATION EFFECT ON THE BIOLOGICAL 
INDICES DURING THE IMPROVEMENT OF ERODED SOILS

L. A. KHACHIK1AN, E. F. SHUR-BAGDASSARIAN, S. D. DOLUKHANIAN

Systematic application of nitrogenous fertilizers on severely eroded 
chestnut soils resulted in a sharp increase of the phytoniass oi the sown 
perennial grasses and exerted a favourable effect on the microbiological 
activity.

With the Increase of the total amount of microorganisms some 
bacteria of Pseudomonas and Soranglum origin have been revealed. At 
the same time greatly improved the nirtrlfication ability.
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ДИНАМИКА МИКРОЭЛЕМЕНТОВ В ОРГАНАХ ВИНОГРАДНОЙ 
ЛОЗЫ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ФАЗ РАЗВИТИЯ

А. Б. АФРИКЯН, А. С. АРУТЮНЯН

В условиях Армении определена динамика некоторых микроэлементов (Мп, Ип, 
Ь) в листьях и побегах виноградного растения в зависимости от фаз развития и ярус* 
пости. Установлено, что верхний ярус побега богат указанными микроэлементами, 
по сравнению с нижним, средним и плодовым ярусами.

Динамика микроэлементов в разных органах и частях виноград
ного растения изучалась немногими авторами [1—4], а в отношении 
Армении такого рода данные вообще отсутствуют.

Наши исследования преследуют цель изучить динамику содержа
ния микроэлементов в листьях и побегах виноградного растения в усло
виях Армении, выявить сходство и различия между изучаемыми микро
элементами (Мп, 2п, В) в зависимости от фаз вегетации и ярусности.

В результате многолетних опытов по спектральному определению 
микроэлементов в листьях и побегах виноградного растения [5] нами 
изучена динамика Мп, 2п, В по основным фазам роста и развития (на 
контрольных растениях).

Материал и методика. Исследования велись в лабораторных и полевых условиях 
в течение 1971—1976 гг. на Мердзаванской экспериментальной базе Института ви
ноградарства, виноделия и плодоводства МСХ АрмССР. Почва опытного участка 
бедна гумусом, в верхних горизонтах его количество не превышает 1,07%. Почвен
ная среда щелочная (pH 8,3), что обусловлено наличием карбонатов щелочноземель
ных металлов. Содержание связанного СО2 варьирует в пределах 1,03—11,38%, 
а СаСО3—2,34—25,88%. В верхних горизонтах содержится небольшое (0,24%), а в 
нижних—значительное количество гипса (23,02%). Содержание азота и фосфора низ
кое. По механическому составу почва опытного участка относится к тяжелосуглини
стым.

Таким образом, исследуемая почва является маломощной, тяжелосуглинистой, 
карбонатной, бедной гумусом и питательными веществами (за исключением калия) 
и относится к почвам бурого типа.

Исследовался сорт Кахет (виноградинки посадки 1960 года). Густота посадки— 
1,5X2,5 м. Нагрузка кустов—по силе роста. Опыты проводились в трехкратной по
вторности, по 25—30 кустов в каждой, с одним защитным рядом. Удобрения вноси
лись весной, по 100 кг/га действующего начала основных питательных элементов, по 
следующей схеме: контроль (без удобрения), МК, К'Р, РК, ИРК- Отбор и фиксация 
образцов для анализа проводились согласно общепринятой методике [6]. Образцы 
после озоления исследовались спектрографически [7]. Пересчет микроэлементов сде
лан в мг/кг абсолютно сухого материала.
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Результаты и обсуждение. Динамика содержания марганца в лис
тьях и побегах представлена в виде кривых (рис. 1). Полученные дан
ные свидетельствуют о значительных изменениях количества марганца 
в листьях в первую половину вегетации, особенно в листьях нижнего 
яруса. Так. концентрация марганца в листьях минимальна в период 
цветения, в период интенсивного роста ягод она достигает максимума, 
далее резко снижается до исходной (период до цветения). Этот же 
уровень сохраняется в фазу физиологической зрелости. В листьях ос
тальных ярусов содержание марганца одинаковое, с менее выраженным 
пиком в период роста ягод. Любопытно отметить, что характер изме
нения содержания марганца по всем ярусам у побегов такой же, как у 
листьев, во все периоды вегетации.

Рис. 1. Динамика содержания марганца в листьях и побег^Г винограда 
в период вегетации, мг/кг. Фазы вегетации: I—до цветения, II—цветение, 
Ш—рост и формирование ягод, IV—начало созревания ягод, V—физио
логическая зрелость ягод. Условные обозначения: I. -------- нижний ярус,
2-----------плодовый ярус, 3. —.—.—. средний ярус, 4. —»—>—» верхний

ярус.

Таким образом, как в листьях, так и в побегах всех ярусов (в пос
ледних исключая нижний ярус) наблюдается четко выраженный мини
мум содержания марганца.
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Содержание линка в листьях и побегах (рис. 1) также изменяется 
но фазам вегетации, но не так синхронно, как это имело место в случае 
с Мп (рис. 1). Наиболее богаты цинком листья в начале вегетации, в 
фазе цветения его количество резко снижается. В период формирова-

Рис. 2. Динамика содержания цинка 
период вегетации, мг/кг

в листьях и побегах винограда в 
(обозначения те же).

ния ягод наблюдается сдвиг в сторону накопления этого микроэлемен
та в листьях всех ярусов. Характерной особенностью его динамики: 
является пик в начале созревания ягод (лишь в листьях нижнего яру
са максимум сдвинут на более ранний срок—период интенсивного рос
та ягод). В период физиологической зрелости уровень цинка в листьях, 
вновь снижается. Следовательно, в отличие от Мп концентрация цин
ка в листьях имеет два минимума—в фазы цветения и полной физио
логической зрелости.
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В побегах содержание цинка в течение вегетации резко не меняет
ся и носит своеобразный характер. Здесь отсутствуют пики минимума 
в фазу цветения. Концентрации цинка, как показывают кривые (рис. 
9) в нижнем и плодовом ярусах одинаковы, сохраняется высокий 
уровень его в первые две фазы вегетации, а далее отмечается плавное 
снижение.

Рис. 3. Динамика содержания бора в листьях и побегах винограда в пе
риод вегетации, мг/кг (обозначения те же).

Во вторую половину вегетации происходит перераспределение 
■цинка между средним и верхним ярусами (кривые имеют противопо
ложный характер). Следует отметить, что в верхнем ярусе побегов на
капливается наибольшее количество этого микроэлемента (25—30 
мг/кг). В листьях верхнего яруса содержание его низкое. Наиболее 
богаты цинком листья среднего яруса. Наши данные совпадают с ре
зультатами опытов крымских авторов [4].

Таким образом, можно заключить, что листья среднего яруса и 
верхний ярус побега наиболее хорошо отражают потребность виноград
ного растения в цинке.

На рис. 3 показана динамика бора в листьях и побегах виноград
ного растения в течение вегетации. Содержание бора в листьях ниж
него, среднего ярусов возрастает в первый период вегетации и снижает
ся в фазу созревания ягод. Лишь в листьях верхнего яруса отмечается 
снижение его в фазу цветения.

В листьях плодового яруса концентрация бора равномерно возрас
тает, сохраняя относительную стабильность в течение всей вегетации. 
Наглядно видно, что начальное накопление бора в листьях нижнего и 
среднего ярусов и его дальнейшая транслокация обеспечивают опреде
ленный уровень в листьях плодовой и верхней зоны.
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В побегах отмечаются различия в динамике бора по ярусам. Лю
бопытен факт, что максимум его во всех зонах побега приходится на 
'•дии и тот же период вегетации—период интенсивного роста ягод. В 
плодовом ярусе побега, как и в листьях, количество бора мало изменя- 
< тся в течение вегетации.

Резюмируя полученные данные и сравнивая их с имеющимися ли
тературными данными, в частности с результатами опытов в условиях 
Крыма [4], можно констатировать, что основные закономерности, свя
занные с прохождением фаз развития, однотипны, т. е. в большинстве 
случаев отмечается четко выраженный минимум в содержании марган
ца и цинка в период цветения.

На основании полученных данных мы вправе заключить, что в 
листьях в период формирования ягод, а в некоторых случаях в начале 
созревания, происходит накопление указанных микроэлементов и выра
женный скачок в сторону увеличения их концентрации.

Согласно полученным данным, верхняя зона побегов выделяется 
способностью накапливать большие запасы микроэлементов по срав
нению с остальными частями стебля, что позволяет рекомендовать эту 
зону в качестве индикаторного органа для определения степени обеспе
ченности виноградного растения микроэлементами.
Ереванский государственный медицинский институт, 
НИИ виноградарства, виноделия и плодоводства

МСХ АрмССР Поступило 7.IV 1978 г.

ՄԻԿՐՈԷԵՄԵՆՏՆԵՐԻ ԴԻՆԱՄԻԿԱՆ ԽԱՂՈՂԻ ՎԱԶԻ ՈՐԴԱՆՆԵՐՈՒՄ՝ 
ԿԱԽՎԱԾ ԱՃՄԱՆ ՖԱԶԵՐԻՑ

Ա. Р. ԱՖՐԻԿՅԱՆ, Ա. Ս. 2ԱՐՈԻ^ՅՈԻՆՅԱՆ

Մ հր հետազոտությունները լրացնում են պտղատու խաղողի շիվի տար
բեր հարկերի տերևներում և ընձյուղներում միկրոկլեմենտների պարունակու
թյան վերաբերյալ եղած գրականության տվյալները։ Դրանք թույլ են տալիս- 
բացահայտելու վեգետացիոն փուլերից կախված յուրաքանչյուր ուսումնա
սիրվող միկրոէլեմենտների fMn, Zll։ В J ընդհանրությունը և տարբերու- 
թ յոլնր։

Ցույց է տրված, որ շիվի վերին հանգույցները մյուս հարկերի համեմա
տությամբ ավելի հարուստ են միկրոէլեմենտներով։

DYNAMICS OF MICROELEMENTS IN THE ORGANS 
OF GRAPE DEPENDING ON THE GROWING PHASES

A. B. AFR1KIAN, A. S. ARUTYiMIAN

Dunamlcs of some microelements (Mn, Yn, B) in leaves and shoots 
of vine has been determined depending on the phases of development 
in Armenia. It has been found that the upper storey of the shoot is the 
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richest in the abovementioned microelements as compared with the lower, 
fruit and middle ones.
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ЗНАЧЕНИЕ ОПРЕДЕЛЕНИЯ МАССЫ ЛИШАЙНИКОВ ПРИ 
УСТАНОВЛЕНИИ ФИТОМАССЫ АЛЬПИЙСКИХ СООБЩЕСТВ

А. Н. ЗИРОЯН, А. А. АБРАМЯН

Изучались проективная поверхность и масса лишайников в альпийских сообщест
вах горы Арагац. Поверхность и сухая масса их варьируют соответственно в преде
лах 1,6—9,7% и 4,4—18,5 г/м2. Сухая масса основных видов лишайников составляет 
16,6—60,1 мг/см2.

В настоящее время большое внимание уделяется вопросам изуче
ния фитомассы растительных сообществ. При определении продук
тивности надземной части сообщества обычно учитываются травя
нистые растения и мхи. Массе же лишайников, являющихся сущест
венным компонентом общей фитомассы, при этом придается недоста
точное значение. В последние годы начато изучение массы лишайни
ков лишь как отдельного компонента ценоза [1—5]. Однако для пра
вильной оценки общей фитомассы необходимо определять также мас
су лишайников как неотделимую часть ценоза.

Одновременно с изучением фитомассы основных фитоценозов юж
ного макросклона горы Арагац [6] нами впервые в Армении предпри
нята попытка выявить видовой состав и определить массу лишайников 
в наиболее распространенных альпийских сообществах.

Материал и методика. Работа выполнялась в 1976—1977 гг. на высокогорном 
стационаре Института ботаники АН АрмССР.

Для определения фитомассы использовались методы Родина и др. [7] и Бязрова, 
Старостина [3]. На каждом участке, типичном для данной растительной группиров
ки, были заложены пробные площадки размером 0,25 м2, в 8-ми повторностях—всего 
32 площадки. На каждой учетной площадке раздельно фиксировались все виды ли
шайников и определялась их проективная поверхность (%) в основном при помощи 
специальной рамки с сеткой [8], а для видов с небольшим покрытие?.! применялся 
весовой метод контуров с использованием кальки. Лишайники отделялись от суб
страта и после доведения до абсолютно сухого состояния определялась их масса. Да
лее путем сжигания образцов в муфельной печи при 600° в течение 8-ми часов опреде
лялось содержание органических веществ и золы.

Полученные данные обработаны статистически.
Альпийский пояс на южном макросклопе начинается с высоты 2700 -2800 м и до

стигает 3500—3600 м, выше начинается субннвальный пояс. На изученном участке в 
окрестностях высокогорного сзера Кари (высота 3200 м над ур. м.) хорошо развиты 
ковровые фитоценозы, в которых доминируют стержнекорневые, розеточные и шпа
лерные формы [9]. Проективное покрытие ковровых группировок составляет 80— 
90%. Почвы горно-луговые. Материнские породы верхней зоны г. Арагац представ
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лены андезитами, базальтами и дацитами, которые на крутых склонах проявляются 
в виде осыпей и морей каменных россыпей—чннгалов—занимающих значительные 
пространства.

Результаты и обсуждение. В сообществах альпийского пояса нами 
изучено 10 видов эпилитных лишайников (табл. 1), из них I вид,. 
С1ааоша сЫогорЬаеа. встречающийся на почве. Лишайниковый пок
ров в разных местообитаниях не одинаков как по набору видов и 
количественному соотношению их, так и по проективной поверхности н 
массе. При этом наибольшие масса и покрытие (18,5 г/м2 и 9,7%) от
мечены в сообществах, где преобладают камин от 5 до 30 см в попе
речнике, при 80—'100%-ном покрытии. Наименьшие масса и покрытие 
(4,4 г/м2 и 1,6%) отмечены на участках, где покрытие камней дости
гает 10—30%. Значительная разница наблюдается также в биомассе 
лишайников разных видов, приходящейся па единицу проективной 
поверхности субстрата (табл. 2). Наибольшая масса отмечена у 
Р1асо1есапога те1апорЫа1та—60,1 мг/см2, наименьшая—у РагтеНа 
э1епорЬу11а—16,6 мг/см2. У изученных лишайников отмечены видовые 
различия в содержании органических веществ, что обусловлено, по- 
видимому, различной степенью фотосинтетической активности.

Изучение фитомассы альпийских сообществ показало (табл. 3)г 
что лишайники составляют значительную часть надземной массы, дос
тигая 1,3 ц/га, или 12% надземной массы.

Из сказанного следует, что при изучении продуктивности сооб
ществ, в которых лишайники принимают заметное участие, необходи
мо учитывать и их массу.

Статистическая обработка полученных данных о проективной по
верхности и массе лишайников показала, что при 8-кратной повтор
ности средние квадратические отклонения (Е), а следовательно и 
коэффициент их вариации (V), в зависимости от характера площадок 
резко различаются (табл. 1). В связи с этим показатели точности. 
(Р) варьируют соответственно в пределах 10,8—18,0 п 9,6—20,5%. в. 
среднем составляя 15,2 и 14,1%. Такая точность опыта при определе
нии общей фитомассы сообществ в основном может считаться удовле
творительной, поскольку, как отмечает Василевич [10], не всегда 
рационально получать среднее с ошибкой 2—5%, нужно стремиться 
не к более точным методикам, а к наиболее быстрому и легкому пути 
получения среднего с точностью 10—15%. Данные наших вычислений, 
доказали, что для изучения поверхности и массы лишайников с ошиб- 
кой±5% и ±10% в альпийском сообществе необходимо брать в сред
нем соответственно 75 н 19 учетных площадок по 0,25 м2.

Для получения достоверных данных о массе отдельных видов ли
шайников с точностью ±5% и ±10% необходимо соответственно 
брать поверхности для Р1асо1есапога П1е1апор1)1а1та 106 и 27 см2, Раг- 
теИа ь(епорйу!1а — 157 и 39 см2, Ьес1йеа а!гоЬгиппеа — 13 и 11 см\ 
КЫгзсагрод §еозгарЫсит — 129 и 32 см2 (табл. 2).
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Таблица 2
Вес сухой массы и содержание органических веществ 

доминирующих видов лишайников

в-
ва

, '/о

Вид

Ко
ли

че
ст

во
 пл

о
щ

ад
ок

 (и)

Сухой вес. мг/см’

О
рг

ан
ич

ес
ки

е

М+ш Е V, •/, Р.

Количество пло
щадок при полу

чении ошибки՜

±5«/. | ±1о։/.

Р1асо1есапога те- 
1апор1на1та 23 60,13+6,57 31,5 52,4 10.9 106.1 26,5 95

1_есй1еа аиоЬгип- 
пеа 30 33,17+1.98 10.9 32,8 5.6 43,0 10,8 79

Азр։с1На ер. 30 23,10+1,27 7,0 30,3 5,5 37,0 9,2 86
КШхосагроп §ео- 

ЗгарМсит 23 19,70+2,35 11.2 56,8 Н.9 129,1 32,3 83-
РагтеИа 51епор- 

Иу11а 23 16,56±2,14 10,3 62,2 12,9 156.6 39,0 94

Таблица 3
Общая фитомасса альпийских сообществ г. Арагац

Фитомасса
Сухой вес

% надзем
ной массы

% фнтомас- 
с ы

г на 1 м։ ц на 1 га

Надземная 109,3 10,9 100 13,4
травы 78,1 7,8 71,5 9.62 о 1- 5 мхи 18,4 1,8 16,8 2,3

со г лишайники 12,8 1.3 11.7 1.5
Корни 707,0 70,7 — 86,6
Общая 816,3 81,6 — 100

Таким образом, проведенные исследования показывают, что при 
изучении надземной фитомассы растительных сообществ наравне с 
другими компонентами следует учитывать и массу лишайников. При 
этом определения с точностью от ±10% до ±15% сокращают объем 
работ более чем в 4—9 раз, что очень важно при фитоценотических 
обследованиях.
Институт ботаники АН АрмССР Поступило З.Ш 1978 г.
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ՔԱՐԱՔՈՍՆԵՐԻ ԶԱՆԳՎԱԾԻ ՈՐՈՇՄԱՆ ՆՇԱՆԱԿՈՒԹՅՈՒՆԸ 
ԱԼՊԻԱԿԱՆ ՀԱՄԱԿԵՑՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԻ ԿԵՆՍԱԶԱՆԳՎԱԾԻ

ՀԵՏԱԶՈՏՈՒԹՅՈՒՆՈՒՄ

11. Ն. 2ԻՐՈՅԱՆ. Ա. 11. ԱՈՐԱՀԱՄՏԱՆ

Քարաքոսների տեսակային կազմը, հողի և քարերի մակերեսին նրանց 
ծածկվածությունն ու կենսազանգվածը ուսումնասիրվել է Արագածի հարա
վային լանյի (ծովի մակերևույթից 3200 մ բարձրության վրա) ալպիական մի 
բանի համակեցութՀուններում։ Ալպիական գոտում հայտնաբերվել է քարա- 
քոսների 11 տեսակ, քարա քոսապատվածությունը կազմել է 1,6— 9,7^, բա
ցարձակ չոր զանգվածը 4,4 —18,5 գ/ւք2: Քարաքոսների հիմնական տեսակ
ների մոտ չոր նյութի պարունակությունը տատանվում է 16,6—60,1 ժգ/սժ՜ 
սահմ աններում ։

ON THE SIGNIFICANCE OF DETERMINATION OF LICHEN 
MASS AT THE ESTABLISHMENT OF PHYTOMASS 

IN ALPINE ASSOCIATIONS

A. N. Z1ROYAN, A. A. ABRAMIAN

The structure, projection cover and the total production of lichens 
have been studied in the alpine associations of the mount Aragatz. The 
projection cover and the total, production of lichens vary accordingly in 
the ranges of 1,6 -9,7% and 4,4 — 18,5 g/m2. The production of the do
minant species varies from 16,6 to 60,2 mg/sma.
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2ԱՅԱՍՏԱՆԻ կենսաբանական հանդես 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

===== XXXI. 6. 1978

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 581.192

АМИНОКИСЛОТЫ В СТЕБЛЯХ ТОМАТОВ

А. А. АНАНЯН. Е. О. ТАРОСОВА. С. В. АВЕТИСЯН

Селекционная работа определила ведущее положение томатов 
среди овошных культур. Посредством комплексных методов гибриди
зации в растительном организме активизируются биохимические про
цессы, в частности азотистый обмен, имеющий большое значение.

Так, продуктивность и высококачественность растений зависят от 
максимального использования ими азота [1]. Существует мнение,, 
что одним из важных показателей, раскрывающих биосинтетические 
возможности генотипа, является азотоустойчпвость [2]. Селекционеру 
важно иметь данные биохимического состава вегетативной массы рас
тений, так как отдельные органы их имеют различный химический 
состав.

В настоящем сообщении представлены данные аминокислотного 
комплекса в стеблях у межсортовых гибридов и их родительских 
форм.

Материал и методика. Объектом исследований были установившиеся сорта и 
перспективные гибриды томатов с их родительскими формами, генеалогия которых 
описана нами ранее [3]. Растения выращены в полевых условиях на эксперимен
тальной базе селекционной станции. Для анализа отбирались типичные растения в 
период их массового плодоношения. Свежий материал подвергали экстракции в ки
пящем этаноле. Использован метод распределительной хроматографии па бу
маге [4].

Результаты и обсуждение. Результаты исследований спиртораст- 
воримых и спиртонерастворимых аминокислот представлены в табл. 1, 
2 и на рис. 1, 2.

По литературным данным [5, 6], при качественном анализе ами
нокислот в стеблях томатов выявлены ГАМК (гамма-амииомасля- 
пая кислота), аланин, глутаминовая и аспарагиновая кислоты и сле
ды цистина, последний обнаружен лишь в начале плодоношения.

Постоянное наличие значительного количества ГАМК в рас֊ 
тениях томатов отмечают некоторые авторы [5], указывающие па 
важную роль ее в обмене азотистых веществ. Ими замечено также,, 
что количество ГАМК в стеблях увеличивается к плодоношению.
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Г а 6 л и и а I
Спирторастворимые аминокислоты в стеблях томатов, мг% сырого вещества

Сорта, 1нбрп1ы ЦИС ЛИЗ АРГ X ДСП СЕР ГЛ И ГЛ У ТРЕ АЛА ПРО ТИР ГАМК ВАЛ Ф-АЛА ЛЕП
ИЛ ЕЙ Сумма

Мас псп 202 6,9 7,2 7,2 15.3 12.0 4.5 5,9 60.0 9.8 6.3 9,6 13,6 16,3 11,5 48,0 33.2 267,3
Ахтгбннскп 85 5,1 7,2 4,5 10,1 7,9 4.1 4.8 15,6 4.8 5,4 6,3 8.1 18.4 11,5 21.6 15,9 151,3
Юбилейный 26! 6,8 5,7 4,4 10,0 6.2 4.5 5,3 2.1,7 7,0 7,2 6,2 8.0 18.2 9.5 23,7 25.2 168.6
Манитоба 5,1 Ю.1 5.4 5,0 7.3 4,0 5.3 22,2 6.2 7.6 6.6 5.4 20.3 9.5 21,3 38.0 179.3
Гибрид 345 5,1 8,7 4.4 10,0 7.1 3,0 4.7 П.2 5,6 4.9 6.2 8.0 7.6 9.5 16,6 40.4 153.0
Кярпнэ 388 5,0 8,6 5.3 7.5 6.2 2,5 4.7 12.7 4,7 4.8 6.2 7.9 12.5 7.5 16.4 •41.0 132.6
Рг лжеос 6.8 8,7 4.4 7,6 5.5 4,0 4.7 43.1 4,8 6,7 9,5 8.0 17,5 11.4 16.6 22.8 182,1
Гарии 270 6.9 7,2 5,4 7.6 9,6 4.1 4.8 38,4 6,3 5,8 9.6 10,9 21.9 И.5 24,0 20,1 194.4
Гибрид 271 6,7 8,6 5,3 7,5 10,9 5.0 5,2 19,6 8,2 7.1 12.5 10,7 13.1 13.1 28.2 42.5 201.2

Табл н ц а 2
Аминокислоты суммарных белков в стеблях томатов, мг% сырого вещества

Сорта, гибриды ЦИС ЛИЗ АРГ АСИ СЕР ГЛИ ГЛ У ТРЕ АЛА ТИР ВАЛ Ф-АЛА ЛЕЙ-ИЛЕЙ Сумма

79,7 90,6 82,4 58,8 55,2 73,4 155,8 70.7 73,4 127.8 90,6 138.6 385,2 1482,2
Ахтубпнскпп 85 51.2

60.1
68.3

1Щ.1
51,2
68,3

54,3
63,7

47,3
77,3

68,3
80,1

98,6
115,6

65.2
76.5

52,0
64,6

90,8
117,5

86,9
101.9

118,8
167,5

407.7
34 1.5

1260,6
14 15,7

Манитпба - 77.6 77,6 51.1 79,4 58,2 104,0 167,5 79,4 65,2 113,8 120,8 162.3 308,7 1465,6
Гибрид 345
Каринэ 388 
Руджерс 
Гарин 270
Гибрид 271

57,8
73,6

87,6
>3,6

57,8
55,2

56,9
71,0

53,4
51,0

87,6
80,3

150,7
116,9

78,9
75,3

62.2
70,2

82.3
117,9

98,1
104,5

148.1
153.9

284,8
376,5

1306,2
1429.9

111,8 100,7 66 ;5 65.4 52,3 81,6 146,0 84,6 61.4 117,9 112.8 I 19,0 352.7 1492.7
87,2 87,2 65,4 69,3 51.5 73,3 108,0 77.3 73,3 104,1 111,0 106.0 396,6 1410.2
92,8 117,1 79,1 79,1 69,6 101.3 172,0 108,6 81,2 110,8 144,5 178,3 501.3 1835,7



В исследуемых нами сортах и гибридах томатов обнаружены сле
дующие аминокислоты: цистин, лизин, аргинин, аспарагиновая кисло*

Спирторастворимые аминокислоты

в стеблях томатов

Рис. ]. Спирторастворимые аминокислоты.

та, серин, глицин, глутаминовая кислота, треонин, алаиин, пролин,, 
тирозин, ГАМК, валин, фенилаланин, лейцин, изолейцин. В спирто
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растворимой фракции количественно определены 15 аминокислот и 
одна неидентифипированная кислота—X аминокислота. Содержание 
их ио фракциях неодинаковое. В спирторастворимой фракции преоб
ладающими являются лейпии-изолейцин. глутаминовая кислота, фе
нилаланин и ГАМК. ГАМК и глутаминовая кислота играют большую

Аминокислоты суммарных белков

в стеблях томатов

Рис. 2. Аминокислоты суммарных белков.

роль в обмене томатного растения [6]. В растениях эти аминокислоты 
широко распространены, они являются основными метаболитами для 
растительных организмов. Количественное распределение остальных 
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аминокислот почти разное. Установлено, что в содержании отдельных 
аминокислот имеются различия между сортами и гибридами. Наблю
даются сортовые различия в сумме аминокислот спирторастворнмоч 
фракции. Наибольшее накопление аминокислот в стеблях томатов 
•отмечается у сорта Масиси-202—267.3 мг%. Этот сорт отличается 
способностью в течение всего периода роста и развития растении об
разовать многочисленные плодовые стебли, чем и обуславливается 
его повышенная продуктивность.

В спиртонерастворимой фракции обнаружено 13 аминокислот, в 
основном они количественно представлены в этой фракции. Преобла
дающей здесь также является лейцин-нзолейцин, содержание которого 
варьирует в пределах 284—501 мг%. В сравнительно больших коли
чествах содержатся фенилаланин, глутаминовая кислота, тирозин и 
валин. Как известно, дпкарбоновые кислоты играют большую роль в 
■обмене веществ у растений, они являются наиболее важными амино
кислотами в обмене азотистых соединений растения.

У сорта Каринэ 388, полученного от прямого скрещивания Мани
тоба X Юбилейный 261 суммарное содержание аминокислот намного 
превышает таковое у реципрокного гибрида 345, полученного при об
ратном скрещивании Юбилейный 261 хМанитоба. В дальнейшем ус
тановлено, что гибрид 271, полученный при повторных скрещиваниях 
Юбилейный 261ХРуджерс, превосходит родительские формы по содер
жанию всех видов аминокислот. Аналогичные данные получены у гиб
рида 271 и по сумме аминокислот спирторастворимой и сппртонераство- 
римой фракции. Содержание суммарных аминокислот из исследуемых 
сортов наиболее высокое у гибрида—271—2039,9 мг%, он резко выде
ляется и по содержанию аминокислот суммарных белков. Сравнитель
но высоким содержанием суммарных аминокислот отличается также 
сорт Масисп 202—1749 мг%. Низкое содержание аминокислот наблю- 
.дается у раннеспелого сорта Ахтубинский 85, однако корни его харак
теризуются высоким накоплением их [7]. По всей видимости, благода
ря сортовой особенности этого сорта происходит их быстрая траспор- 
тировка. У остальных сортов содержание аминокислот суммарных бел
ков в стеблях варьирует в пределах 1410—1492 мг%.

У томатов может довольно интенсивно происходить реутилизация 
азота вегетативных органов на формирование плодов [8].

Известно, что стебли являются органами, которые транспортиру
ют аминокислоты, но они и потребляют их на синтез белков. Таким 
образом, подтверждается важная роль стеблей как органа, запасаю
щего питательные вещества и играющего основную роль в регулиро
вании обмена и перераспределении их в растениях.

'Республиканская селеюиюнно-семегпюволческаь
станция овощных п 'бахчевых культур

МСХ АрмССР
Поступило 16.1 1978 г.
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ԱՄԻՆԱԹԹՈՒՆԵՐԸ ԼՈԼԻԿԻ ՑՈՂՈՒՆՆԵՐՈՒՄ
Ա. 11. ԱՆԱՆՅԱՆ. Ь. Լ. ՏԱՐՈՍՈՎՍ, Ս. Վ. ԱՎ6ՏԻՍ5ԱՆ

Հիրրիդիղացիալի կոմպլեքս մեթոդների միջնորդությամբ բուսական օր
գանիզմում ակտիվանում են բիոքիմ իական պրոցեսները, որտեղ մեծ դեր ունի 
ադոտային լիո/սանս;կությունըւ

քեղիդ տրամախաչման կոմբինացիայում Աարինե 388 սորտի մոտ ամի֊ 
նա թ թ աների գումարային բանակը բավականին բարձր է, քան հակադարձ 
տրամախաչման կոմ րինացիայի հիբրիդ 345-ի մոտ։ Հետագայում կրկնակի 
խաչաձևման շնորհիվ ստացված հիբրիդ %?1~Ը քանակաւզես գերազանցում է 
ծնողական ձևերին, ինչպես բոլոր ամ ինաթթ ուներով, այնպես էլ սպիրտում 
/ածվող և չ/ուծվող ֆրակցիաներում ամինաթթուների ընղհանուր քանակով: 
11։ սու մնասիրվող սորտերից հիբրիդ 271-ի մոտ ամինաթթուների գումարա
յին բանակը ամենաբարձրն է, վաղահաս Ախտոլբինսկի 85 սորտը տարբեր
վեք է ամինաթթուների ամենացածր ւզարոլնակութ յամ բ։ Հատկանշական է, 
որ այո սորտի արմատները բնորոշվում են ամ ինաթթոլների բարձր կուտակ- 
մամրւ Հավանաբար նրա մոտ կատարվում է ամինաթթուների արագ տեղա
փոխում, որը սորտային առանձնահատկություն է։

ք՛անի որ ամինաթթուները բույսի մեջ են անցնում ցողունի միջոցով, 
ուստի խիստ կարևոր է վերջինիս դերը բուսական օրգանիզմում՝ տվյալ օր
գանի ն յո։ թ ափ ոխ ան ակու թ յուն ր կարգավորելու, սննդարար նյութերը պա֊ 
հեււսւավորեււււ և վերաբաշխելու գործում։

Л ИТЕРАТУРА

I. Демилон А. Рост и развитие культурных растений, М., 1961.
2. Жученко Л. А. Генетика томатов, Кишинев, 1973.
3. Ананян А. А., Аветисян С. В., Тарасова Е. О., Баблоян В. С. Биологический жур

нал Армении, 27, 10, 1974.
4. Тер-Карапетян М. А., Тарасова Е. О., Ананян А. А. Биологический журнал Ар

мении, 24, 1, 1971. ।
!>. Шутов Д. А., Беляев И. В. Известия МФ АН СССР, 3, 57, 1959.
6. Шутов Д. А., Беляев Н. В. Известия МФ ЛИ СССР, 4, 82, 1961.
7. Ананян А. А.. Аветисян С. В., Тарасова Е. О. Биологический журнал Армении, 

31, 1, 1978.
8. Гулякин И. В., Гусев М. И.. Погосян Е. А. Докл. ТСХА, 103, 1965.

653:
Биологический журнал Армении, XXXI, № 6—7



հայաստանի կենսաիանական հանդես
б И О ЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXI. 6. 1978

РЕФЕРАТЫ

УДК 595.772:591.461

МОРФОЛОГИЯ ТЕРМИНАЛИП САМЦОВ 
ПАЛЕАРКТИЧЕСКИХ ВИДОВ СЛЕПНЕЙ 

(DIPTERA. TABANIDAE)

А. Е. ТЕРТЕРЯН

За последние 25—30 лет у нас в СССР и за рубежом повысился 
интерес к морфологии полового аппарата самок слепней. Сейчас для 
дифференциации видов успешно используются детали половых придат
ков (терминалий) самок (Коллин, Филипп и Каскарон, Ивата и Нага- 
томи, Штакельберг и Тертерян, Шевченко, Олсуфьев). Большой вклад 
в систематику семейства Tabanidae внес крупный австралийский уче
ный Маккерас на основании изучения терминалий самок и самцов. 
Однако следует отметить, что терминалям самцов посвящено край
не мало работ. Подробное изучение придатков генитального аппа
рата самцов в сравнительно-морфологическом плане было проведено 
у нас в СССР (Тертерян).

В статье впервые дается изображение и подробное описание строе
ния мужских терминалий палеарктических видов слепней. Использо
вался материал Зоологического ин-та АН СССР, предоставленный нам 
для изучения покойным проф. А. А. Штакельбергом. Всего нами обра
ботано 62 вида и подвида слепней. Ниже приводится их список в сис
тематическом порядке. Pangontus pyritosus Lw., Sllvius vltull F., Ne- 
morius vltrlpennis Mg., Chrysops (Chrysops) caecutlens caecutlens L., 
nlgripes Ztt., seoulcralls F., pictus Mg., relictus Mg., valdus Lw., pa- 
rallelogrammus Zell., suavls Lw., rlcardoae PI., dissectus Lw., rufipes 
Mg., Chr. (Heterochrysops) flavipes punctifer Lw., mlokoslewlczi Big., 
Haematopota itallca Mg., desertorum Szil., pluvialls L., crassicornls 
Wahlb., tamerlanl Szll., Heptatonia pellucens F., Nanorhynchus cras- 
sinervis Willen, Philipomyia aprica Mg., Hybomitra (Mauchaemyia) 
caucasl Szll., H. (Hybomitra) altaica Ols., tarandlna L., lurida Flln., 
arpadi Szll., lundbeckl Lyn., bimaculata Macq., caucasica End., nigrlcor- 
nis Ztt., muehlfeldi Br., clureai Seg., hunnoruni Szll., montana Mg., 
niontana staegerl Lyn., erberl Br., peculiars Szll., H. (Sipala) acuminata 
Lw., Atylotus fulvus Mg., rustlcus L., quadrlfarlus Lw., flavoguttatus 
Szil., pulchellus carybenthinus Szll., Tabanus bifarlus Lw., quatuornotatus 
Mg., mistshenkoi Ols., golovi mediaasiatlcus Ols., leleani turcestanlca
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01s., bromius bromius L., bromius flavofemoratus Strob.. maculicornls 
Ztt., swiridowl Portsch., sudeticus Zell., bovinus L.. pleskei Krob.. autum- 
nalls autumnal։: L.. autumnails brunnescens Szil.. Therloplectes carabag- 
hensls Portsch.

В сравнительном плане рассмотрены характерные черты строения 
мужских терминалий по всем ротам. Подробно разбираются различия 
между естественными таксонами в плане строения придатков мужских 
терминалий (VII и VIII-й сегменты брюшка, эпандрий. строение гоно- 
кокситов и их вооруженные поля, форма гоностиля. фаллус с аподе
мой, фаллосома, парамеры).

Сравнительно-морфологическое изучение мужских терминалий па
леарктических видов наводит на мысль, что по совокупности морфо
логических структур (терминалии самца, вооружение ног у взрослых 
слепней, строение личинок) некоторые таксоны, помещенные в под
семейство Tabaninae, не совсем равноценны (Леклерк, Олсуфьев). 
Несколько критически мы оцениваем объем трибы Diachlorini, входя
щей в подсемейство Tabaninae. По ряду признаков (характер воору
жения гонококситов, особенности хетотаксии ног у взрослых и др.), из 
трибы Diachlorini должен быть выделен род Nanorhynchus 01s., вмес
те с родом Haematopota Mg. он составит одну естественную группу-три
бу Haematopotini, которая обладает общностью многих систематичес
ких признаков.

Наши исследования показали, что в роде Chrysops Mg. вид Chr. 
sepulcralis по совокупности признаков на терминалях самцов должен 
быть выделен в отдельную группу. В роде Haematopota Mg. по тем 
же признакам может быть выделен вид Н. tamerlani. По строению 
мужских терминалий Hyb. bimaculata можно выделить в особую груп
пу в подроде Hybomitra End. Это подтверждается исследованием ка
риотипа вышеупомянутого вида (Иванищук). Сравнительное изучение 
терминалий самцов широко распространенного вида Hybomitra mon- 
tana свидетельствует о том, что данный вид является сборным и нуж
дается в дальнейшем изучении.

125 с., 58 ил., библиогр. 23 назв.
Институт зоологии АН АрмССР Поступило 10.IV 1978 г.
Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ
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ՀԱՅԿԱԿԱՆ ՍՍՀ ԳԻՏՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԻ ԱԿԱԴԵՄԻԱ 
ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ
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