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ЛТФазная активность в субклеточных образованиях почек кур в 
онтогенезе

(Представлено академиком АН Армянской ССР Г X. Бунятяном I4/VI 1979)

Ряд важных вопросов, касающихся биохимик развития птичьего 
эмбриона, еще остается открытым. Мало изучен также механизм ге
нерации и утилизации энергии в почечной ткани развивающегося орга
низма. В связи с этим мы задались целью изучить изменения актив
ности различных ЛТФаз в гомогенате и субклеточных образованиях 
почечной ткани кур в отдельные периоды их онтогенетического разви
тия.

Опыты проводили на 15-, 20-дневных эмбрионах. 5-дневных цып
лятах и половозрелых курах белой русской породы. Возраст эмбрио
нов определяли по срокам инкубации яиц.

После декапитации цыплят на холоду извлекали почки, очищали 
их от связок и гомогенизировали (30 сек) тефлоновым гомогенизато
ром типа Поттера в среде 0.25 М сахарозы — 0,05 М трис-HCI буфера 
(pH 7.4) в соотношении Г9. Ядра и цитоплазматические обломки 
осаждали при 800 g (10 мин), а митохондрии 8000 g (15 мин). Су
пернатант использовали в опыте как надмитохондриальную жидкость 
Осадок митохондрий промывали в среде выделения и вновь центрифу
гировали при 8000 g (15 мин). Морфологический контроль выявил 
гомогенность, целостность и подвижность выделенных митохондрии

Определение активности АТФазы субклеточных образовании по
чек проводили при 37° в среде, содержащей MgClj 10, ,\а< 1—100 + 
KCI—120, CaClj—20 лгМ, в конечной концентрации. 0,1 .я.» полученного 
препарата (соответствующего I—2 -ч<? белка) и 2 мг АТФ (Sigma 
Chern. Со.). Объем смеси - 1 .и.։. pH - 7.4. время инкубации - 30 мин 
Активность АТФазы определяли по нарастанию неорганического фо.- 
фата в среде. Реакцию останавливали добавлением •» .ил .»К)-нои ох
лажденной трихлоруксусной кислоты. Неорганический фосфат опреде
ляли образованием фосфомолибденового комплекса в присутствии 
восстановителя — аскорбата (') и выражали в мкатомах мг белка. Бе
лок определяли по Лоури и сотр. (։). В отдельных опытах применяли 
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п-хлормеркурнбензоат (п-ХМБ), тритон Х-100 и 2,4-д и нитрофенол 
(ДНФ). Тритон Х-100 и п-ХМБ использовали по 0,9 и 4,7 мг соответ
ственно в пробу, а ДНФ —5- Ю՜5 Л! в конечной концентрации. Данные 
обрабатывали статистически (3).

Результаты проведенных исследований показывают (рис. I). что 
в контрольных опытах (без добавления активаторов) АТФазная ак
тивность в изолированных митохондриях почечной ткани постепенно 
снижается в ходе эмбрионального развития кур. Так, например, на 
15-ый день количество свободного фосфата, образовавшегося при рас
щеплении макроэргов, составляет 2,70, на 20-ый день—1,63, а у 5-днев- 
ных цыплят всего 1,38 мкатома/мг белка. Дальнейшее снижение фер
ментативной активности наблюдается в почках годовалых кур (1,04 
мкатома Р). , . ... '

При добавлении ионов Мд. Са, а также ДНФ высокая активность 
фермента отмечается у 15-дневных эмбрионов (рис. 1, 2). По сравне
нию с 20-дневными эмбрионами у 5-дневных цыплят активность фер
мента несколько повышается, в дальнейшем снижаясь у годовалых 
кур-

Интересная картина в изменениях активности фермента в мито
хондриях в ходе развития наблюдается при использовании детергента 
тритона Х-100. При этом в опытах без добавления ионов статистичес
ки достоверное повышение активности фермента в присутствии три
тона Х-100 наблюдается в почках 5-дневных цыплят и годовалых кур, В 
этих условиях добавление ионов Мд приводит к снижению энзимати
ческой активности у 15- и 20-дневных эмбрионов. Достоверное сниже
ние энзиматической активности во все изученные сроки при добавле
нии тритона Х-100 отмечается в присутствии ДНФ

Как явствует из приведенных данных, при использовании тритона 
Х-100 с добавлением различных активаторов динамика активности 
фермента в ходе эмбриогенеза не носит линейного характера и варьи
рует в отдельные периоды, характеризующие различные уровни струк
турной и функциональной зрелости почечной ткани.

При добавлении п-ХМБ активность фермента заметно подавля
ется во все периоды развития кур, однако в неодинаковой степени при 
использовании различных активаторов (рис. 1, 2). Значительное по
давление энзиматической активности в присутствии п-ХМБ наблюда
ется в ранних периодах эмбрионального развития в митохондриях по
чек 15-дневных цыплят при добавлении ионов Мд. Мд+Ыа+К, Са и 
ДНФ (количество свободного фосфата в 11; 5; 8 и 5 раз соответствен
но меньше ио сравнению с контрольными опытами). У 20-дневных 
цыплят эти цифры значительно уменьшаются, доходя до минимального 
значения в митохондриях 5-дневных цыплят и годовалых кур.

ЛТФазную активность мы изучали также в гомогенате и надмито
хондриальной жидкости. Результаты опытов (рис. 3, а) показывают, 
что по сравнению с митохондриями АТФазная активность в гомогенате 
отличается более низким уровнем во все периоды развития кур. Акало*
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гичная картина в активности наблюдается также в падмитохондриаль- 
ной жидкости (рис. 3, б). В гомогенате и надинтохондриалыюй жидкос
ти более высокая активность АГФазы наблюдается на 15-ый день эм
брионального развития, заметно понижаясь на 20-ый день. Дальней
шее активирование фермента наблюдается у 5-дневных цыплят после 
вылупления. В присутствии ионов и Д11Ф активность фермента в го. 
могенатс почек и надмитохондриальнон жидкости повышается неоди
наково и варьирует в ходе эмбрионального и постэмбрионального 
периодов развития (рис. 3, а, б).

Рис. I. Влияние тритона Х-100 >< п-ХМБ на активность Са14 н Д11Ф активируемых 
АТФаз в митохондриях почек кур в онтогенезе

контрол* при тин X ■ 100 д П Х^Ь

Рис. 2. Влияние тритона 
воруемых АТФаз

X 100 и п-ХМБ на + .
И митохондриях почек кур в онтогенезе

.Мы изучали влияние термообработки на АТФазную амннноси. 
митохондрий почек для выяснения термолабильиости фермента в этих 
органеллах. С этой целью в течение 10 .«ин митохондрии инкубнр.жали 
при 37. 15. 50. 60. 70 и 80'С. Дальнейшее инкубирование и течение 31 
мин при 37» проводили непосредственно после добавления АТФ Дан-
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ные, приведенные на рис. 4. а. б, показывают, что как в эмбриональном, 
раннем постэмбриональном периодах, так и у годовалых кур угнете
ние энзиматической активности Мл* -и Са* -активируемых АТФаз от
мечается еще при термообработке митохондрии при 50°. При 60° фер
ментная активность в митохондриях заметно подавляется; по сравне
нию с контролем Мв-АТФазная активность у 15-дневных эмбрионов по
нижается в 3, у 20-дневных эмбрионов и у кур—в 4 раза. В этих ус
ловиях еще большее угнетение отмечается в активности Са’* -активи
руемой АТФазы (в 12 и 5 раз у 15- и 20-дневных эмбрионов соответ
ственно, в 6 раз —в митохондриях годовалых кур). При 80° активность 
фермента почти полностью подавляется.

Ьд-ев куры 
цыплята 

л—яинтра/՝» а----Са‘" 
о—•.---Ярф
•—Ы/)*՝ Но . * '

1 ՛ *------------ ------
годнее куры

6

Рис. 3 Хктианость различных АТФаз н гомогенате (а) и надмнтохондриальнон жид
кости (6) почек кур в онтогенезе

д

?/• 99* *9՝
. 'ъгермьбра 19**9

Рис. 4. Влияние термообработки митохондрий почек на ак
тивность Мй3* (а) н Са’ (б) АТФаз

зг <г ко՝ п* м՝
990^9069**б

Сопоставляя полученные в этих экспериментах данные с результа
тами наших предыдущих исследований С 6). можно заметить, что в 
митохондриальной фракции, выделенной из мозга и печени, АТФазная 
активность в ходе эмбриогенеза цыплят постепенно повышается, до
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ходя до максимума у 5-дневных цыплят При изучении АТФазной ре
акции в изолированных митохондриях скелетных мышц нами бы
ла выявлена динамика активности фермента аналогичной почечной 
ткани. Известно, что одним из важных свойств актомиозинового 
белка мышечной ткани является АТ Фазная активность, обеспечиваю
щая сократительную функцию и использование энергии АТФ при вы
полнении мышечной работы. Имеются данные (7) о наличии природ
ного ингибитора митохондриальной /ХТФазы. Установлено, что этот 
митохондриальный ингибитор сильно угнетает Са-АТФазу актомиози
на (8). Подавление АТФазной активности в наших опытах в конце 
эмбрионального и в раннем постэмбрионалыюм периодах в почечной 
ткани кур. как и в мышцах, по-виднмому, можно объяснить появле
нием и действием этого ингибитора в определенный период развитии 
цыпленка. В этом отношении митохондрии мышц отличаются от мозга 
и печени. Какова физиологическая роль этого ингибитора в пост эмбри
ональном периоде развития кур? Можно допустить, что этот ингиби
тор оказывает регулирующее действие при использовании энергии АТФ
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