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ЦИТРАТСИНТАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ В МОЗГЕ
ПРИ ЕСТЕСТВЕННЫХ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ ВОЗДЕЙСТВИЯХ

Изучалась цитратсинтазная активность в головном мозге белых крыс в норме (ин­
тактные крысы) и при различных функциональных состояниях (пищевое возбуждение, 
условно-пищевое возбуждение, условно-пищевое торможение).

Результаты исследований показали, что активность цитрат-сннтазы в мозге крыз 
контрольной группы составляет 3,19±0,08 рМ цитрата/мг белка в минуту. При пище­
вом и условно-пищевом возбуждении она превышает уровень контроля в 2,6 и 1,6 раза 
и составляет соответственно 8.0±0,94 и 4,81 ±0,08 цМ цитрата/мг белка в минуту. При 
условно-пищевом торможении этот показатель падает по сравнению с контролем в 
1,5 раза и составляет 2,1 ±0,21 ։иМ цитрата/мг белка в минуту.

Многочисленными исследователями изучены различные аспекты 
энергетического обмена мозговой и других тканей [1—9, 11, 13, 14, 17— 
19, 21, 23, 31, 32, 34]. Однако интенсивность течения реакций цикла 
Кребса [27, 28՝, являющегося основным энергетическим узлом, обеспе­
чивающим биосинтез АТФ, необходимого для протекания многих биохи­
мических реакций в организме при различных воздействиях на него, 
изучена недостаточно. Реакции цикла трикарбоновых кислот, преиму­
щественно протекающие в митохондриях клеток, служат основным ме­
ханизмом окисления продуктов промежуточного обмена углеводов, жиров, 
белков. С другой стороны, цикл трикарбоновых кислот поставляет ди- и 
трикарбоновые кислоты, НАДФН2, участвующие в биосинтезе углеводов, 
липидов, аминокислот, а через последних—пуриновых, пиримидиновых 
оснований, порфиринов и других веществ. Реакция, катализируемая 
цитрат-синтазой в тканях организма, является ключевой в пути биосин­
теза основных ингредиентов трикарбонового цикла Кребса. Интенсив­
ность течения этой реакции в мозге под влиянием естественных физио­
логических воздействий на организм не изучена.

Нами была поставлена задача изучить цитратсинтазную активность 
в мозге при с։ о различных функциональных состояниях, выработанных 
на базе натуральных пищевых рефлексов.

Материал и методика. Исследован» я проводились на белых крысах-самцах весом 
J30 150 г, содержащихся на строгом смешанном пищевом рационе, условнорефлектор- 
ным методом [13], в четырех сериях экспериментов (контр ль—интактные крысы, пище­
вое возбуждение, условно-пищевое возбуждение и условно-пищевое торможение). Ус­
ловный рефлекс вырабатывался по отставленному способу. В качестве безусловного 
раздражителя служило кормление крыс сахарозой из расчета 0,4—0,5 г на 100 г веса. 
Данное количество сахарозы на 30 мин после дачи вызывало повышение уровня глю-
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козы в крови в пределах физиологических колебаний (20—25 мг%) и служило тестом 
для определения пищевого или условно-пищевого возбуждения Г10\ В качестве услов- • I л
ного раздражителя служило звучание зуммера. Торможение положительного условн .- 
го рефлекса вырабатывалось методом угашения. О функциональном состоянии мои։ 
судили по поведению животных в условнорефлекторной камере. Подопытные крысы 
всех серий экспериментов подвергались замораживанию в жидком азоте в условнореф 
лекторной камере [15’, приспособленной к условиям замораживания экспериментальных 
животных в нужный момент функциональной активности мозга.

Выделение, очистка и определение активности цитрат-синтазы КФ 4.1.3.7 цитрат- 
ог.салоацетат-лиаза (ацетилирующая-КоА). После замораживания животного в жидком 
азоте головной мозг извлекали в холодильной комнате при 0°С и отделяли его от обо­
лочек и крупных сосудов с целью выделения и очистки цитрат-синтазы по методу Срира 
[36^ в модификации Жангард и др. [24]. К мозговой ткани добавляли 0,4 М КО в 20% 
зтаноле в четырехкратном объеме и гомогенизировали 10 мин при —10°С в гомогени з- 
горе Поттер-Эльвегейма в модификации Пиерса. Гомогенат центрифугировали при 
23000 £ 15 мин при 0°С на ультрацентрифуге «Вескгпап», надосадочную жидкост . 
диализировали против восьмидесятикратного объема охлажденного 2 мМ калий фо՛, 
фатного буфера (pH 7,4) в течение 4 часов с однократной сменой омывающего буфер 1 
через 2 часа. Диализат центрифугировали при 23000 £ 15 мин О С. Осадок отбрасывали 
К надосадочной жидкости медленно добавляли аммоний сульфат из расчета 31.3 г на 
'00 мл надосадочной жидкости (50% насыщение), смесь оставляли на 30 мин Осадок 
удаляли после центрифугирования при 23000 £ 15 мин 0°С. К надосадочной жидкости 
медленно добавляли аммоний сульфат из расчета 13,5 г на 100 мл для получения 70' , 
тасыщения и подвергали центрифугированию при 23000 £ 15 мин 0сС. Осадок раство­
ряли в минимальном количестве воды при 0сС и диализировали против стократно՛ о 
эбъема охлажденного 1 мМ калий фосфатного буфера (pH 7,0) в течение ночи при 
0сС. Диализат наносили на ДЭАЭ-целлюлозную колонку размером 35x100 мм, запоя 
ненную под давлением (0,5 кг/см2) [33] и заранее уравновешенную 1 м.М калий фос­
фатным буфером (pH 7,0). Цитрат-синтазу элюировали с колонки линейной градиент­
ной элюцией. Линейный градиент получали с помощью двух одинаковых сосудов, ус­
тановленных на одном уровне и соединенных трубкой для поддержания гидростати ՛՛՝- 
ского равновесия. Одна из сосудов заполняли^ 0,5 М КС! в 10 мМ калий фосфатного 
буфера (pH 8,0), а другой—смеситель—заполняли равным объемом 1 мМ калий фос­
фатного буфера (pH 7,0). Элюаты с цитратсинтазной активностью. 5 мл фракциями 
собирали в коллекторе марки «МСИет» с охладительной системой. К объединенным 
’ люатам добавляли кальций фосфатную гель, приготовленную по Каилин и др. [25] и х 
расчета 5 мл гели (17 мг/мл) на 100 мл элюата. Смесь элюатов с кальций фосфатной 
■ елью оставляли на ночь ПРИ ОС, гель осаждали декантированием с последующим цен 
;рифугйрованием при 2500 £ 15;мин 0°С на центрифуге «Лапе1гк! К-24». Элюцию 
кальций фосфатной гельи проводили дважды 50% насыщенным раствором аммоний 
сульфата, нейтрализованного до pH 7,4 с последующим центрифугированием при 
2500 £ 15 мин 0°С. К объединенным элюатам добавляли аммоний сульфат из расчета 
13,5 г на 100 мл (70% Насыщение). Смесь оставляли на 30 мин и центрифугировали 
при 23000 £ 15 мин 0°С. Полученный осадок растворяли в минимальном количестве охлаж 
денного 0.1 М калий фосфатного буфера, pH 7,4. Схема выделения и очистки циграг- 
синтазы приведена Ниже:

мозговая ткань + 0,4 М КС1 в 20% этаноле 

гомогенизация, 10 мин
1 центрифугирование, 23000 £ 15 мин 0 (.

надосадок -> диализ против К-фосфатного буфера, 2 мМ, pH 7,4
4
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1 центрифугирование, 23000 й 15 мин ОС 
I

I фракционирование сульфатом аммония 

надосадок -* II фракционирование сульфатом аммония <
I 

диализ против воды
I V 

хроматография на ДЭАЭ-целлюлозе 

адсорбция на Са-фосфатной гели 
I V 

центрифугирование, 23000 £ 15 мин 0сС 
; * 

фракционирование сульфатом аммония 
▼ 

осадок + 0,1 М К-фосфатный буфер. pH 7,4

В полученном ферментном растворе определяли активность цитрат-синтазы по ме­
тоду Срира и др. [37], основанному на химическом связывании КоАБН. освобождающе-

О
ОКСАЛОАЦЕТАТ+Н։С-С-8֊Со^НгО-ЦИТРАТ*Со^8Н

CoflSH* QN<Q>S-8<^NQ-0^^S֊S-(M 8<OnQ- H* 
coo ooc cod <ж

5,5' ДИТЦ ОБИ C - (2НИТР0БСН50ЕЫЯ
КИСЛОТА) ДТНБ

ОПРЕДЕЛЕНИЕ Co4SH РЕАКТИВОМ ЗЛМЯНА

|'»ся и < анегил-S-KoA при ферментативном синтезе цитрата с реактивом Элмана [201՜ 
5Л'-литиобис (2-нитробензоевая кислота) (ДТНБ) (рис.). Реакция прослеживается 
спектрофотометрически при } 412 mg. Реакционная смесь в I см кювете содержала 
2.6 мл 0.1 М трис-С1 буфера (pH 8,0), 10 ц.т 50 мМ оксалоацетата, предварительно 
нейтрализованного КОН до pH 7.5. 20 ((л. 10 мМ реактива Элмана (ДТНБ), 20 „л 
о мМ ацетил-S-KoA. приготовленного согласно методу Срира [.361, 0.05 мл ферментного 
раствора. Реакция начиналась добавлением цитрат-синтазы н протекала при 25“С в 
термостатированной кювете. Контрольный опыт „е содержал фермента. Применялись- 
реактивы фирмы «Sigma».

За единицу ферментативной активности принимали то количество цитрат-синтазы, 
которое катализировало синтез 1 микромоля в минуту при 25°С

Специфическую активность определяли числом Л u и и.. к™7 1 шелом единиц ферментативной активности
на мг белка (количество белка определяли по методу Лоури) [30].



Цитратсинтазная активность в мозге 55

Результаты и обсуждение. Результаты исследований приведены в 
таблице.

Таблица
Активность цитрат-сингазы в мозге при действии естественных

физиологических раздражителей

Средние 
данные Контроль Пищевое 

возбуждение
Условно-пищевое Условьо-пищевое

возбуждение торможение

М±т 
п 
а
Р

3,19+0,08 
VI 

±0,297

8,и±0,94 
8

±2,677
<0,001

4 ,81+0,08
12 

+0,271 
<0,001

2,1+0,21
12 

+0,731 
<0,001

Как видно из таблицы, активность цитрат-синтазы в головном моз­
ге у контрольной группы крыс, по средним данным, составляет 3,19± 
0,08 рМ цитрата на мг белка/мин.

При пищевом возбуждении активность цитрат-синтазы значительно 
повышается и составляет 8,0±0,94 ,иМ цитрата на мг белка/мин. При 
условно-пищевом возбуждении также наблюдается достоверное повы­
шение активности цитрат-синтазы, она составляет 4,81 ±0,08 цМ цитра­
та на мг белка/мин. Анализ полученных данных показывает, что цитрат­
синтазная активность в мозге при возбудительном процессе превышает 
уровень контроля в 2,6 (пищевое возбуждение) и 1,6 (условно-пищевое 
возбуждение) раза.

Изучение метаболической роли цитрата и цитратного цикла в моз­
ге при его различных функциональных состояниях представляет боль­
шой интерес в аспекте раскрытия биоэнергетических и биосинтетических 
основ высших функций головного мозга.

Конкретное изучение параметров этого важного энергетического 
цикла в биоэнергетическом обеспечении функций активно действующих 
органов стало возможным благодаря работам Срира [38], посвященным 
очищению и изучению свойств трех основных ферментов (цитрат-синта- 
за, КФ 4.1.3.7, цитрат расщепляющий фермент, КФ 4.1.3.8, цитритаза, 
КФ 4.1.3.6), катализирующих реакции обмена цитрата. Эткинсон [16] по­
казал роль цитрата и цитратного цикла в регуляции энергетического 
обмена. Показано также влияние АТФ, пальмитил-карнитина на био­
синтез цитрата и митохондриальный контроль различных метаболитов 
при окислении пальмитил-карнитина в ацето-ацетат [22]. Ловенштейн 
[291 изучил переход цитрата в жиры. Цитрат как метаболический регу­
лятор в мышечной и жировой тканях представлен в исследованиях 
Рандл и др. [35]. Метаболический контроль в митохондриях с транслока­
цией аденипнуклеотпдов показан в работах Клингенберга и др. [26].

Полученные нами данные свидетельствуют о том, что пищевое и ус­
ловно-пищевое возбуждение индуцирует реакции активации цитра г- 
синтазы, приводя к значительному увеличению содержания цитрата и, 
по-видимому, к повышению метаболической активности всего цитратно-
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го цикла. Не исключено, что головной мозг, которым при пищевом и ус­
ловно-пищевом возбуждении максимально снабжается энергетическими 
веществами [10], в результате аллостерических эффектов (индуцирова­
ния и ингибирования) осуществляет координацию и регуляцию основ­
ных физиологических функций организма. При этом цитратный цикл 
ответствен в основном за биоэнергетическое обеспечение активно проте­
кающих физиологических процессов.

На фоне выявленной нами закономерности значительного повыше­
ния активности ключевого фермента цитратного цикла при возбуждении 
особый интерес представляло изучение активности фермента в мозге 
при торможении условного пищевого рефлекса. Как показывают данные 
таблицы, \словно-пищевое торможение вызывает достоверное пониже­
ние активности цитрат-синтазы по сравнению с контролем, она состав­
ляет 2,1 0,21 мМ цитрата на мг белка/мин. При сопоставлении с дан­
ными опытов с п ишевы«м и условно-пищевым возбуждением активность 
цитрат-синтазы уменьшается в 4 и 2 раза соответственно. Значительное 
падение этого показателя в мозге при торможении мозговой деятель­
ности находится в прямой связи с понижением скорости мозгового кро­
вотока (данные изотопного обмена) и уменьшением поглощения кисло­
рода и глюкозы мозгом при корковом торможении [10]. при котором в 
мозге увеличивается содержание свободной эндогенной глюкозы и глу­
тамата [12]. По всей вероятности, из-за пониженной активности цитрат­
ного цикла и уменьшения поглощения кислорода мозгом при торможе­
нии многие метаболиты не утилизируются в пути катаболизма, а, на­
против, расходуются на биосинтетические процессы.

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о значитель­
ном изменении цитратсинтазной активности в зависимости от функцио­
нального состояния мозга. Возбуждение мозговой деятельности требует 
больших затрат энергии. Повышение активности цитрат-синтазы, клю­
чевою фермента в пути синтеза членов трикарбонового цикла при пи­
щевом и условно-пищевом возбуждениях указывает на увеличение ин- 
енсивности реакций цикла Кребса в пути синтеза макроэргических 

соединении. С другой стороны, повышение активности цитрат-синтазы 
при возбуждении дает основание считать, что происходит активирование 
^какции опосингеза и Сб амино- и кетокислот—необходимых компо­
нентов биополимеров и макромолекулярных соединений нервной ткани.

Ереванский медицинский институт 
лаборатория биосинтетических реакций мозга 

и кафедра биохимии
Нос у пило 7.У 1973 г.
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նետների գլխուղեղում'' նորմայում (կոնտրոլ խումբ J և րնական ֆիզիոլոգի ԼԱ -

կան դր դի ռն երի ազդեցության տա ին թ ա ղան անջատվել ու մաըրր֊
վել է Սր ի ր ի մեթոդա րդի մ ոդիֆիկա ցիա յովէ Ց ի տ ր ա տ ֊ ս ին թ ա զա յի
ակտիվությունը որոշվել ( ս պ ե կտ ր ա ֆ ո տ ո մ ե տ ր ի կ եղանակով մերկապտիդ իոնի 
միջոցով, որր առաջանում է ԿոԱ֊Տ\3֊ի և էլմանի ռեակտիվի (5,5 դիթիոբիս

՝ I ֊ն իտ ր ո բեն զո յա թ թ ո ւ ) փոխազդեցությունից ցիտրատի սինթեզի ժամանակ

О

ւ — Տ— С —СПз 4՜ օկսա լոա ցետ ա տ ՀՀ ցիտրատ -փ՜ СОА—Տ 

Ստացված տվյալները ցույց են տալիս, որ սննդային և պա

սննդային դրդման ժամանակ ցիտը ա տ ֊ ս ին թ ա զ ա յ ի ա կտ ի վո ւ թ յո ւն ր գլխուղե

ղում համապատասխանաբար 2,6 և /,6 անդամ դե բա զան ցում է կոնս 
ձերի մակարդակը, իսկ պ ա յմ ան ա կան֊ սնն դա յին արգելակման ։ 
ֆերմենտի ակտիվությունը կոնտրոլի Համեմատ իջնում է 1 ,5 անդամ
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