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Аннотация: Пероксисомы гриба Aspergillus niger R-3 выполняют дезаминирование ами-
нокислот путем оксидаза L-аминокислот. Механизм трансдезаминирования в пероксисо-
мах по глутаматдегидрогеназу и трансаминазу отсутствует.
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Abstract. Peroxisomes of Fungus Aspergillus niger R-3 perform deamination of aminoacids by
oxidase of L-aminoacids. Mechanism of transdeamination in peroxisomes by glutamate dehydro-
genase and transaminase is absent.
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еханизìы нейтраëизаöии и уäаëения

аììиака в интактных ëетках обеспе-

÷иваþт ферìенты, катаëизируþщие

äезаìинирование аìинокисëот, в ÷астности,

L-аìинокисëотные оксиäазы. 

Оäнако ìноãие вопросы, касаþщиеся про-

явëения активности L-аìинокисëотной ок-

сиäазы, остаþтся еще поëностüþ не выяс-

ненныìи. Неоäнозна÷ны ìнения относи-

теëüно ìеханизìов образования и уäаëения

аììиака, как коне÷ноãо проäукта äезаìини-

рования аìинокисëот [4].

Известно, ÷то в ãоìоãенатах пе÷ени и äру-

ãих орãанов не происхоäит äезаìинирование

аìинокисëот, хотя в них присутствуþт все

ферìенты äезаìинирования аìинокисëот

(ãëутаìат-äеãиäроãеназа-ГДГ, аëанин-äеãиä-

роãеназа АДГ, оксиäазы L-аìинокисëот),

а также трансаìиназы, позвоëяþщие вìесте

с ãëутаìатäеãиäроãеназой äезаìинироватü

аìинокисëоты ìеханизìоì трансäезаìини-

рования [2,3].

Преäыäущиìи иссëеäованияìи наøей ëа-

боратории экспериìентаëüно быëо äоказано,

÷то при÷иной указанноãо явëения явëяется

накопëение свобоäноãо аììиака в ãоìоãена-

те всëеäствии разруøения пëазìати÷еской

ìеìбраны кëеток. Известно, ÷то ГДГ иìеет

низкое зна÷ение константы равновесия, не

позвоëяþщее функöионироватü ферìенту в

усëовиях повыøенноãо уровня свобоäноãо

аììиака в среäе. В соответствии с этиìи со-

ображенияìи, при созäании опреäеëенных

усëовий связывания вновü образованноãо аì-

Ì
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ìиака из аìинокисëот, становится возìож-

ныì äезаìинирование аìинокисëот и в ãоìо-

ãенатах. В ÷астности, при связывании аììи-

ака путеì еãо вовëе÷ения в биосинтез

карбаìоиëфосфата и öитруëëина äобавëени-

еì в инкубаöионнуþ среäу ìитохонäриаëü-

ных препаратов карбаìоиëфосфат-синтетазы

и орнитинтранскарбаìоиëазы пе÷ени ìëеко-

питаþщих, происхоäит äезаìинирование

аìинокисëот в ãоìоãенатах [4, 5]. Такиì об-

разоì, быëо показано, ÷то прекращение äе-

заìинирования аìинокисëот при ãоìоãени-

заöии орãанов явëяется резуëüтатоì разруøе-

ния кëето÷ных структур, привоäящеãо к

наруøениþ ìеханизìов уäаëения образовав-

øеãося при äезаìинировании аìинокисëот

аììиака и еãо накопëениþ в инкубаöионной

среäе. Это ìнение поäкрепëяется еще и теì,

÷то в срезах пе÷ени, в которых сохранены

кëето÷ные структуры, происхоäит äезаìини-

рование аìинокисëот. Преäыäущие наøи ис-

сëеäования показаëи, ÷то сохранение öеëос-

тности ìеìбран субкëето÷ных структур обес-

пе÷ивает äезаìинирование аìинокисëот [8].

В ÷астности показано, ÷то пероксисоìы осу-

ществëяþт äезаìинирование аìинокисëот поä

äействиеì оксиäаз L-аìинокисëот [1, 10, 11].

О÷евиäно пероксисоìы созäаþт бëаãоприят-

ное äëя проявëения активности окружение

ферìента (высокая конöентраöия ферìента и

коферìента, а также непрерывное уäаëение аì-

ìиака), позвоëяþщее функöионирование ìеха-

низìов äезаìинирования аìинокисëот [7].

Быëо показано, ÷то экстракты пëесневоãо

ãриба Aspergillus niger не обëаäаþт активнос-

тüþ L-аìинокисëотной оксиäазы, тоãäа как

из 4-х выäеëенных фракöий три обëаäаëи ак-

тивностüþ äанноãо ферìента [8]. Естествен-

но, возникает вопрос, существуþт ëи L-аìи-

нокисëотные оксиäазы, иëи же в указанных

усëовиях экспериìента аììиакообразова-

теëüный проöесс явëяется резуëüтатоì функ-

öионирования ìеханизìа трансäезаìиниро-

вания аìинокисëот при у÷астии ãëутаìатäе-

ãиäроãеназы (ГДГ) и трансаìиназ.

С öеëüþ выяснения этоãо вопроса наìи

иссëеäоваëасü возìожностü äезаìинирова-

ния аìинокисëот ìеханизìоì трансäезаìи-

нирования путеì посëеäоватеëüноãо инãиби-

рования ГДГ-зы и трансаìиназ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Объектоì иссëеäования сëужиë пëесневой

ãриб Aspergillus niger R-3— проäуöент ëиìон-

ной кисëоты. Куëüтуру ãриба выращиваëи на

синтети÷еской среäе Роëена. В ка÷естве ис-

то÷ника азота испоëüзоваëи L-аëанина. По-

сев провоäиëи в среäе объеìоì 100 ìë pH 7.0.

Куëüтивирование— в терìостате при 37 °C

в те÷ение 4-х сут.

Дëя поëу÷ения пероксисоìаëüной фрак-

öии 1 ìë бескëето÷ноãо экстракта поäверãаë-

ся изопикни÷ескоìу разäеëениþ в ãраäиенте

0.5 М сахарозы и 15% перкоëëа (“Pharmacia

Fine Chemikal AB”, Братисëава). 

2 ìë указанной сìеси öентрифуãироваëи

при 12 000—14 000g в те÷ение 90 ìин при

8—10 °C, в резуëüтате быëи разäеëены перок-

сисоìаëüные три фракöии, которые иäенти-

фиöироваëи с поìощüþ ìаркерных ферìен-

тов-катаëазы, оксиäазы D-аìинокисëот [6—8].

Дëя опреäеëения активности ãëþтаìатäе-

ãиäроãеназы (ГДГ), аëанинäеãиäроãеназы

(АДГ) 1 ìë пëесневоãо экстракта иëи перок-

сисоìаëüнуþ фракöиþ, соäержащуþ 0,6—1 ìã

беëка, инкубироваëи в те÷ение 1 ÷ в присутс-

твии 30 ìкìоëü а-кетоãëутаровой кисëоты,

27 ìкìоëü уãëекисëоãо аììония, 2,5 ìкìоëü

НАДН, общий объеì инкубаöионной среäы

äовоäиëи äо 3 ìë 0,1 М фосфатныì буфероì

при pH 7,4. Аëанин äеãиäроãеназнуþ актив-

ностü опреäеëяëи анаëоãи÷ныì образоì,

ëиøü вìесто α-кетоãëутарата быëа испоëüзо-

вана пировиноãраäная кисëота (ПВ) в той же

коне÷ной конöентраöии. Ферìентативнуþ

активностü опреäеëяëи по убыëи НАДН оп-

ти÷еской пëотности при 340 нì. Контроëяìи

сëужиëи реакöионные сìеси, не соäержащие

кетокисëот иëи аìинокисëот.

Дëя изìерения активности оксиäазы D- и

L-аìинокисëот (КФ 1.4.3.2; КФ 1.4.3.3) во

фракöиях, соäержащих пероксисоìы, пробу

инкубироваëи при 38 °C в те÷ение 90 ìин

в 0,05 М К/Na-фосфатноì буфере, pH 8,3,
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в присутствии 10 ìкМ L-аìинокисëот. Реак-

öиþ останавëиваëи 20 %-ной ТХУ, öентри-

фуãироваëи при 6000 об/ìин в те÷ение

10 ìин. В наäосаäо÷ной жиäкости опреäеëя-

ëи аììиак ìикроäиффузионныì ìетоäоì Зе-

ëинãсона в ìоäификаöии Сиëаковой [9]. Ак-

тивностü ферìента выражаëи в ìкìоëях аììи-

ака на 1 ã сыроãо ìиöеëия. Беëок опреäеëяëи

по ìетоäу Лоури.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

В первой серии экспериìентов быëи иссëе-

äованы активности ГДГ-зы и (АДГ) в перок-

сисоìаëüных фракöиях Aspergillus niger R-3.

Привеäенные в табë. 1 äанные ÷етко пока-

зываþт, ÷то в пероксисоìах не функöиони-

рует трансäезаìинирование аìинокисëот,

так как ГДГ не проявëяет активностü. С äру-

ãой стороны, в указанных усëовиях происхо-

äит аìинирование кетоãëутарата при испоëü-

зовании НАДН. Такиì образоì, как в ãоìо-

ãенате, так и в субкëето÷ных фракöиях

существует ГДГ, которая проявëяет ëиøü

способностü аìинироватü L-кетоãëутарат, но

не äезаìинироватü ãëутаìиновуþ кисëоту,

всëеäствие инãибирования ГДГ в присутствии

äаже незна÷итеëüных конöентраöий аììиака.

Сëеäоватеëüно, набëþäаеìое äезаìинирова-

ние аìинокисëот в пероксисоìаëüных фрак-

öиях ãриба Aspergillus niger R-3 скорее всеãо

осуществëяется äействиеì оксиäаз L-аìино-

кисëот. Наøи иссëеäования также äоказыва-

þт, ÷то в пероксисоìах соäержится и ГДГ, ко-

торая функöионирует в присутствии аììиака

ëиøü в сторону аìинирования кетоãëутарата.

Дëя окон÷атеëüноãо реøения вопроса о наëи-

÷ии L-аìинокисëотной оксиäазы в пероксисо-

ìах в сëеäуþщей серии экспериìентов иссëе-

äоваëи äезаìинирование аìинокисëот в усëо-

виях инãибирования трансäезаìинирования

аìинокисëот. Дëя этоãо активностü ГДГ-зы

Òàáëèöà 1
ÃÄÃ-àçíàÿ è ÀÄÃ-àçíàÿ àêòèâíîñòè ñóáêëåòî÷íûõ ôðàêöèé Aspergillus niger R-3

 
Активностü ферìента

ГДГ АДГ

Коферìент/Фракöии HAD HADH % HAD HADH %

Наäосаäок (700 ã) 0 2,36 0 ± 0,1 100 0 2,2 ± 0,2 100

Фракöии

I. Митохонäрин 0 0,7 ± 0,2 30 0 0,32 ± 0,03 15

II. Пероксисоìы 0 0,9 ± 0,3 40 0 1,1 ± 0,1 50

III. Пероксисоìы 0 1,2 ± 0,2 52 0 1,3 ± 0,1 59

IV. Пероксисоìы  
Цитозоëü

0 Сëеäы Сëеäы

Òàáëèöà 2
Âëèÿíèå ãóàíîçèíòðèôîñôàòà (ÃÒÔ) íà àêòèâíîñòü 
îêñèäàçû D- è L-àìèíîêèñëîò Aspergillus niger R-3

Активностü ферìента (ìкìоëü 
NH

3 
на 1 ã ìиöеëëия)

+ГТФ –ГТФ

Наäосаäок (700 ã)

L-аëанин 0 0

L-ìетионин 0 0

Пероксисоìаëüная 
II фракöия

L-аëанин 16,3 ± 0,5 16 ± 0,5

L-ìетионин 13 ± 0,3 13 ± 0,4

Пероксисоìаëüная 
III фракöия

L-аëанин 14 ± 0,1 14 ± 0,2

L-ìетионин 12 ± 0,3 12 ± 0,1
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инãибироваëи ãуанозинтрифосфатоì (ГТФ),

а трансаìиназнуþ активностü — ãиäро-

ксиëаìиноì (NH
4
OH).

В табë. 2 привеäены резуëüтаты экспери-

ìента по изу÷ениþ оксиäазы аìинокисëот в

присутствии инãибитора ГДГ-зы, то естü в ус-

ëовиях инãибирования трансäезиìирования.

Данные табëиöы ясно показываþт, ÷то ин-

ãибирование трансäезаìинирования аìино-

кисëот ГТФ-оì не отражается на проöесс äеза-

ìинирования аìинокисëот (L-аëаìина, L-ìе-

тионина).

Данные табë. 3 показываþт, ÷то и при ин-

ãибировании трансаìиназ äобавëениеì ãиä-

роксиëаìина также не отражается на интен-

сивности äезаìинирования аìинокисëот. Та-

киì образоì, инãибирование проöесса

трансäезаìинирования аìинокисëот спеöи-

фи÷ескиìи инãибитораìи ãëутаìатäеãиäро-

ãеназы и трансаìиназ не отражается на про-

öессе äезаìинирования аìинокиксëот в пе-

роксисоìаëüных фракöиях, ÷то ìожет бытü

сëеäствиеì функöионирования в пероксисо-

ìах ëиøü оксиäазы L-аìинокисëот.
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Òàáëèöà 3

Âëèÿíèå ãèäðîêñèëàìèíà (NH
2

OH) íà àêòèâíîñòü 
îêñèäàçû L-àìèíîêèñëîò Aspergillus niger R-3

Активностü ферìента ìкìоëü 
NH

3 
на 1 ã ìиöеëëия

+NH
2
OH –NH

2
OH

Наäосаäок (700 ã)

L-аëанин 0 0

L-ìетионин 0 0

Пероксисоìаëüная
II фракöия

L-аëанин 14,8 ± 0,2 14,8 ± 0,1

L-ìетионин 12,1 ± 0,1 12,2 ± 0,1

Пероксисоìаëüная 
III фракöия

L-аëанин 12 ± 0,1 12 ± 0,2

L-ìетионин 10,3 ± 0,1 9,3 ± 0,5
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