
2азчи’«иь иигь %Ь8ПЬ^ЗПЬЪЪЬРЬ 11ЧК’>Ь1Г|.|13|. яьчпьззъьг
ДОКЛАДЫ АКАД ГМ НИ Н А у к АРМЯНСКОЙ ССР

ХИ 1965 о

БИОХИМИЯ

Г. X. Бу ня тян. акалем||к \| | Армянской Г( Р, и А, \ Симонян
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Развитие зародыша связано с потреблением большое коли
чества энергии. В этом отношении значительный интерес представляет 
динамика окислительного фосфорилирования в различных тканях за
родыша при его развитии.

В настоящем сообщении приводятся результаты наших исследо
ваний, посвященных изучению динамики соотношения окисления и 
фосфорилирования (Р О) и активности адено шнтрнфосфатазы в мито
хондриях мозга куриного эмбриона в течение его развития.

Опыты ставились с 13 дня развития эмбриона до вылупления 
цыпленка. Для сравнения изучалось также окислительное фосфори
лирование митохондрии мозга I—2-дневных цыплят и зрелых птиц 
(петух). Возраст эмбриона определялся по срокам инкубации и 
коррегировался по таблицам морфологического развития Лилли И

Исследования проводились на эмбрионах кур породы белый 
леггорн.

Зародыш быстро обезглавливали, извлекали мозг и освобождали 
от оболочек, кровь удаляли фильтровальной бумагой, смоченной в 
растворе 0,25 Л1 сахарозы. Для каждого опыта брали 5—6 г мозгово- 
ю вещества, полученного из нескольких зародышей. Без предвари
тельного измельчания мозг гомогенизировали стеклянным гомогени
затором типа Поттера с вращающимся тефлоновым пестиком в 0.25 Л/ 
растворе сахарозы, при соотношении 1:9. в течение 2И секунд. Кле
точные фракции отделяли дифференциальным центриф՝>проклянем, 
методом Манделя и других (*) с некоторыми модификациями.

Ядра и цитоплазматические обломки клетки отделяли центрифу
гированием при 800 —900 х^ в течение 12 мин., а митохондрии-при 
15000х £ в течение 15 мин. Чистоту митохондриальной фракции про
веряли морфологическим и энзиматическим способами: фазово-конт
растным микроскопом и определением активности су кии .мт те. идрог с- 
наэы по метолу Баттенберга и Леонга (').

Морфологический контроль показал, что митохондриальная фрак
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ции состоит и< цельных маленьких и крупных митохондрий. В неко
торых случаях обнаруживались обломки миелиновых оболочек.

Все операции, начиная с гомогенизации ткани до выделении 
тохондрий, проводили при температуре 0 3 . Конечный осадок ми
тохондрий суспензировали н 0,25 .И растворе сахарозы и вносили - 
соответстненнх ю реакционную смесь.

Изолированные митохондрии инкубировали в течение I часа при 
26 . Инкубационная смесь содержала (в мкмолях)՝. субстрат окисле
ния 50 (сукцинат, глутамат и кетоглутарат), фосфат калия -К; 
КС1 — 100. М?('1։—10, глюкоза— 150, АТФ— 3 и 0,5 — 0,75 и? ге<- 
сокиназы. Конечный объем 2.0—2.2 .и./, pH —7.4. Митохондрии ю- 
бавляли из расчета на 500 мг свежей ткани.

Поглощение кислорода определяли в аппарате Варбурга (’).
Неорганический фосфат определяли по методу Лоури и Лопеза 

( '). модифицированному В. П. Скулачевым (в).
АТФ-азную активность определяли по приросту неорганическое՛ 

фосфора. Инкубационная смесь для определения активности фермента 
содержала 1.6 .и.» 0, 25 Л1 раствора сахарозы. 0,2 м.1 АТФ (20 мг АТФ 
в 1 м.1), pH инкубационной смеси 7,4. Температура инкубации 26е, 
время 30 минут.

Все полученные данные рассчитаны на 1 мг белка. Белок отре- 
деля ли методом Лоури и др. (’).

Результаты исследований показывают, что соотношение погло
щенного кислорода митохондриями мозга куриного эмбриона и эсте- 
рафинированною фосфата с 13 дня развития до вылупления цыпленка 
постепенно уменьшается (табл. 1). Так, на 13-й день инкубации РЮ 
при окислении сукцината составляет 1,92 ± 0,104, на 14-й 1,83 0,057.
татем, постепенно понижаясь, на 20-й день доходит до 0,79 О.։>22.
У однодневных цыплят оно равняется 0,85 + 0,045. У зрелых птиц 
Р О снова повышается, составляя 1.92-֊ 0,063. Полученные пе- 
зультаты свидетельствуют, что уровень окислительного фосфорилиро
вания. начиная с начала плодной стадии, постепенно понижается.

Количество поглощенного кислорода митохондриями мозга в те
чение развития зародыша прогрессивно увеличивается. Так. на 13-н 
день развития эмбриона количество поглощенного кислорода митохон
дриями мозга составляет 1,92 : 0,101 мкатома. на 14-й день 2,07 

0,048, затем, повышаясь, на 17-й день доходит до 4.90 ± 0,236. на 
19-й день — 7,99г 0, 375 мкатома кислорода. Количество поглощен
ного кислорода митохондриями мозга 2—5-дневных цыплят состав
ляет 7,74 ± 0.204 мкатома.

Аналогичные изменения отмечаются и в отношении эстернфика- 
циронаиного фосфата.

Интенсивность эндогенного дыхания митохондрий мозга в ходе 
развития эмбриона усиливается. На 13-й день оно составляет 0.14 

: 0,031, на 17-й— 1,04 ; 0.067, а на 20-й день 1.25 0.154 мкатома
кислорода. Эндогенное дыхание митохондрий 2 — 5-дненных цыплят

98



/лб.1пц<1 /
Соотношение окисления и фосфорилирования к митмоидрнях мозга куриного 

.«Орион» ■ течение эмбриогенеза, субстрат сукцинат (р и О в мкатомах, М т\

Дни 
развития 
эмбриона

•множенное дыхами» Сукцинат

ДО ДР» Р О ДР Р/О

13
0.14*0,031 

(6)
0,16*0,077 

(6) 
(=2,0

-
1,92*0.101 

(6)
Р 0.001

3.65*0,114
(6)

1 = 14

1.92 ±0,104 
(61

1-11

14
0,19 ՛ 0.011

(6)
0.12 -.0.049

(6) 
1=2.4

2.07 0.018 
(б|

Р 0.00!

3.83 41.040 
(6)

1 95

1.83*0.057
(6) 

1=32

15
0,59*0,094 

(в)
0,04 0,020 

(6)
1=2.0

3.39*0.389 
(6)

Р <0,001

5.28 0,398 
(6) 

1=13

1.58 .0,070 
(6)

1 22

16
0.67 0,034

(5)
0.13 - 0.056

(5)
1 2.3

2.15 0,083
(6) 

Р<0.001

3.19*0.078 
(6) 

1=40

1.51*0.038 
(6/

! 40

17
1,04 *0,067 

(6)
0.06 *0,025

(6)
։-з

МО
4.90 ֊0.236 

(Ы
Р 0.001

6,88*0.109 
(6) 

։- 63

1. 11*0,063
(6)

1=22

18
0.82*0,040

(6)
0,34*0.294 

(6) 
»=1.2

5.07 4-0,056
(6) 

Р- 0,001

6.79- 0,064 
(б) 

(=99

1.33 ♦ 0 ОВ
(б) 

( 102

19
1,07 0,038

(6)
0,10*0.034 

(61 
1=3

—
7,99*0,375 

(Ю) 
Р<0,001

8.55*0.246
(10) 

1=34

1.09*0.075 
(10)

1=19

20
1,25*0.154 

(61
0.24*0,055

(6)
1 = 4

—
5,45*0,226 

(6) 
Р<0.001

4.37*0.379 
(61

1 11

0.79*0,022 
(б)

1 35

21
0,84*0,031 

(6)
0.09*0.045

(6)
(—2,2

—-
6.02±0,065 

(6) 
Р<0,001

5.26*0.179 
(61 

1-29

0,88 *0.040
(6) 

1=22

' III. ЦЫПЛ.
0,76*0.077 

(5)
0,97 *0,041 

(5) 
1 = 23

6,82*0.276 
(6|

Р<0.001

5,80*0.517 
(б) 

(•11

0.85*0.045 
(6։

1=18

2—5-дн. 
кыпл.

1.10*0,040
(6)

0,16*0.085
(6)

1=2

7,74 *0.204
(20) 

РС0.001

6,5.3 ±0.365 
(20) 

. = 17 .

0.82-г0.063
(20) 

!»13

1
Петух •

0.69x0.094
(6)

0.15 0,098
(6)

1=1.5

3.69*0.100 
(б)

Р<0.001

7.08*0.182
(6) 
(-38

1.92x0.063 
(6)

( = 30

оставляет 1.10 * 0.040 мкапюма кислорода. Интересно отметить, что 
кУР эндогенное дыхание мотохондрин снижается.

При эндогенном дыхании фосфат не только не эстерифнцирует- 
и« а, наоборот, высвобождается н в инкубационной среде увелачи- 
ается количество свободного фосфата.

Количество евибо|наго Р.
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Габ.1ица

(.отношение окислении и фосфорилирования н митохондриях моли куриного 
эмбриона в течение эмбрноге1։е1а, субстрат 1лутамат (Р и О в нклто.нал М

Дни 
ра фит и а 
.мАриона

Чндптеннос тыханис

Р О АО

1 ламат

АР р/0АО ДР’ *

13
0.69 0,030 

(6)
0,03 ։ о.<м»5

(6)
! *»в ।

5.59 0.294
16) 

Р 0,001

11.27 + 0,317
(6) 

։=35

2,04 пит.
(6|

1=25

14
0.87 : 0.017

(В)
0.94*0,025 

(61
1 = 37

4.14*0,131 ;
(6) 

Р 0.001

7,43 0,139 
(•»)

1=53

1.79 0.(11)
(6)
(=57

15 |
1.60 0,092 

(6)
1.61 0.06К 

(6) 
1=23

6.09 0.289 
(6)

Р 0,001

9.30 + 0.148 
(6)

1=63 ՛

1.54 0,187
(6)

1 20

16
) 10 0.073

(6) )
1,19 + 0.029 

<61
։=1б ;

5.54 * 0.220
(6) 

Р 0 001

8.29 1 0.168 
(61

1 49

।, 50 - и.оа 
(6։
1-26

1 .0-1 0.030
(6)

1.50 ±0.033 
(0)

1 15

5.891 0,0-18
(б) 

Р <0.001

6.04 ±0.100 
(61

1 = 66

1,29 0.07» 
(6)

։=||>

18
0.84 0,064 

(6»
1.321 0.048

(6)
I 27

6.15 0.222 
(6>

С 0.001

6.98 0.100 
0-)

1=69

1,14 О.ОЙ 
(61 

1=22

19
1.58 0.1135

(6)
1.91 0059

(6)
1 —32

5.92 0.319
(6) 

Р 0.001

7.28-0.267
(6) 

1=27

1.24 0 091
16)

1= 13

20

2.О31О.Ц31 !

(9)
1.49 ±0.040

(6) 
։՜ 37

6,89 «0.348
(6) 

Р 0,001

5.17 т 0.229
((■) 

1=22

0,76 о. им
(6) 

1=11

21
2.52з 0.013 

(61
1,72 0.030 

(•')
• 57

7,35 + 0.392 
(61

р <>.001

6.00 0.185
(6)

1 32

0.82 О.0Б2 
(6։

1=15

1-ДН. ЦЫП.1.
2.06 0.Ш9

16?
0.84 - 0.100

(6) 
1=8

6.61 +0.153
(6) 

Р 0,001

6.83 : 0.248
(6)

| 1-27

1.0.1 «1.04՜ 
(<»
։֊зо

2 1Я. цыпл
1.94 ! 0.033

(6)
1.49±0,О42 

(6) 
1-35

5.16 0,124
(6) 

Р 0.001

4.44 0,079 
(6) 

1=56

0.85 +0.019 
(6)

1 ։-44

Петух
0.33- 0.022 

(6)
0.66 ±0.069 

(Ь> 
1-9

6.05*0.1 33 
(6)

Р 0.001

6.15 г0.236
(6) 

1=26

1.01 0 0(0

1=2а

11ри окислении глутамата соотношение окисления и фосфорили
рования в мигохондрия\ мозги эмбриона с начала плодной стадии 10- 
вылупления цыпленка также понижается. Как видно из приведенных 
тайных (табл. 2), на 13-й лень развития РЮ составляет 2.04 и.<К"

՛ Количества свободного Р.
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иа 15-й֊ 1.54 ±0.187, на 18-Й-1.14 0,052. а на 21-й день инкуба
ции -0,82 0,062. У 1 ~ 2-дневных цыплят Р/О составляет 1.03 0.03-5 
и 0.85 0.019. примерно на таком уровне оно сохраняется \ петхха 
(1.01+0,040).

Следует отметить, что при окислении глутамата в отличие от 
сукцината процесс поглощения кислород;։ митохондриями в течение 
эмбрионального развития особых изменений не претерпевает.

Что касается эстернфикацин фосфата, то этот процесс интенсивна 
протекает в начальном периоде плодной стадии, особенно на 13-и 
день, сатем понижается и начиная с 17 дня инкубации до вылупления 
цыпленка почти не изменяется.

Полученные результаты показывают, что и и митохондриях моз
га петуха процесс (росфорилировання протекает медленнее, чем н на
чале плодной сталии развития эмбриона. В митохондриях мозга пет - 
ха количество эстерифнниронанного фосфата составляет всего 6. 15 
+ 0,236мка•пома, тогда как на 13-й день разнития эмбриона утилиза
ция фосфата доходит до 11.2 .0,317, а на 15-й тень —9.30 0.148 
мкатома Р.

Аналогичные результаты в отношении окислительного ф>»сфори- 
лировання получены и в опытах, я которых субстратом окисления 
служил х-кетоглутарат (табл. 3).

Следует отметить, что при окислении х-кетоглутарата интенсив
ность поглощения кислорода митохондриями сравнительно ниже, чем 
при утилизации сукцината и, особенно, глутамата.

Полярографические исследования также показали, что по мере 
эмбрионального развития поглощение кислорода митохондриями моз
га усиливается.

Исследования, проведенные по изучению АТФ-азы. показываю!.
что в холе развития эмбриона ее активность 
повышается (табл. 41. Так. например, иа 13-й
нисть фермента составляла 1.70 0.062. на
18-й она повышалась — 2. 10 0,004, а на 21-й день—2.38

в митохондриях мозга 
лень инкубации актив- 
15-й- 1,88 0,039. на

0,129 ИКД-
тома Р (на 1 ч՝ белка). У однодневных цыплят активность фермента 
также высокая. V 2 — 8-дневных цыплят она несколько понижается
2.19 ± 0,168 мкаточа Р, дальнейшее понижение АТФ-азиой актив-
иости митохондрий мозга отмечается у зрелых кур (1.88 и. 129 .ики-
тома Р).

Вы во л ы. Результаты проведенных исследований показывают, ч «՛ 
уровень окислительного фосфорилирования (обеграты окисления 
сукцинат, глутамат и а-кетоглутарат)» начиная ог плодной стадии раз
вития куриного эмбриона вплоть до вылупления цыпленка, понижает
ся. Параллельно с этим усиливается свободное окисление» <а <ч< . 
которого повышается температура зародыша. В течение эмбриона.и. 
кого развития повышается и активность митохондриальной АТФ-азы. 
Обнаруженные значительные сдвиги в энергетическом обмене имеют
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Ль(5 »(/ца 1

Соотношение окислении н фосфорилирон.шии в митохондриях мтга к у ри ног 
эмбриона в течение эмбрно1ене и>, субстрат а - кето։ .чу тара 1 (О и Р н

Дни 
ра имина 
эмбриона

Эндогенное шхлнне з-кетоглугдрат

ДО ДР1 Р о АО ДР р ()

13
0.74 0.040

<6>
0.07 0,005 

(М 
1^14

3.22 -0.202
1 (6)

Р 0.001

5.71 -0,192
(6)

1 =30

1.79-0 0^ 
(6) »

1=23

14
0.59 и 077

(6)
0.89£0,046 

(0)
1 19

2.28 ±0.082 
(Ы

Р 0,001

1.26 *0,050
(6)

I =65

1.43*<|.(й| 
(6) 

1=17

15
1.42֊ 0.133 

«>>
1,32*0,101 

1=13

1,26*0,100 
(61

Р 0.001

4.97*0, И>м 
(6) 
(=46

1.17 ОДНО

1«29 1

16
1.12*0.098 

(61
1.13*0,073 

(6) 
1-15

3,43*0.115
16) 

Р 0.001

1.96*0.118 
03 

1=33

1.15 -и.021
<6) 

1-54

17 •

0.75 0.115 
(6)

1.33±0.054
(6)

1 24

3.86 0 170
(6) 

Р 0,001

4,00 -0.151 
(6)

1 26

1.05 И ОМ
(6)

1 = 12

18
0,94-0.037 

(6)
1,20 ֊ о.ач՛ 

(6) 
։=24

4.11*0.136 
(61

Р<0.00|

4.18*0.148
(6)

I 2»

1.05 О.0&1
(6)

1- 18

19
1.65 0.066 

(6)
1,51*0.102 

(6>
1 14

4.00*0,264 
(6>

Р 0,001

3.66 0,110 
<6» 

(=33

0.91 ±0,(® 
(6) 
1-15

20
1.79 0,07* 

161
1.44*0.026 

(6) 
։֊37

5,03ц 0.288 
Р 0,001

3.87*0.238 
(<>)

( 16

0.77 0 061 
(б>

1 — 12

1.98 0.222 
(6)

1.82 ±0,029 
(6) 

(=63

4,97 0.365 
(6)

Р 0.001

1,75 -0,162
(6)
(=23

0.79 41.?»
(61 
1-8

1 111 цыпл.
2 00 0,039 
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важное биологическое значение для развития эмбриона 
предпосылки для вылупления цыпленка из яйца.

• Количсство снобо ниио Р.

и создают
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