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Хорошо известно, что уже в первые минуты ассимиляции ХН4+ голо­
давшими по азоту клетками хлореллы происходит быстрое и преимущест­
венное накопление аланина (1_3). При ассимиляции NO3~ в наибольшем 
количестве образуется глютаминовая кислота. Причина такого различия 
оставалась неясной. Бейкер и Томпсон (3) считают, что образование ала­
нина осуществляется путем переаминирования пирувата с глютаминовой 
кислотой. Этим авторам не удалось обнаружить активность аланиндегидро­

геназы. Позднее памп было показа­
но присутствие этого фермента в 
клетках Chlorella pyrenoidosa 
Pringsheim 82Т. Однако роль ала- 
пиндегидрогеназы в преимущест­
венном образовании аланина, по- 
видимому, невелика, поскольку 
опыты cN15H4+ показали, что вклю­
чение №5 происходило в первые 
минуты главным образом в глюта­
мин п глютаминовую кислоту, а не 
в аланин ('*). Таким образом, ала­
нин действительно образуется в

Влияние NH4+ in vivo на аланин-амино- 
трансферазу

Таблица 1

Время инку­
бации на сре­

де с NH4+, 
час.

Активность
Белок, 
мг/млмкмол. на

1 мг белка мкмол/мл

Контроль 5,3 48,8 9,2
1/4 5,4 49,2 9,1
5 5,5 50,1 9,2

основном путем переаминирования. В таком случае, активность аланин-ами- 
нотрансферазы должна усиливаться при ассимиляции NH4+. Это возмож­
но за счет усиления синтеза фермента, его активации или же вследствие воз­
растания концентрации субстрата, лимитирующего скорость реакции. Та­
ким субстратом является пируват, так как его содержание в клетках хло­
реллы во много раз меньше, чем содержание глютаминовой кислоты 
(2, 3, 5). Кроме того, концентрация пирувата действительно резко возра­
стает под влиянием NH+ (6, ’), тогда как содержание глютаминовой кис­
лоты остается довольно стабильным (*, 3). Можно предположить, что воз­
растание концентрации пирувата происходит за счет активации пируват- 
киназы под влиянием NH4+ (7). Однако экспериментально это не было по­
казано. Учитывая перечисленные выше данные, представлялось необхо­
димым выяснить влияние NH4+ in vivo и in vitro на активность алапин- 
аминотрансферазы и пируваткиназы. Для этой цели клетки Ch. pyrenoidosa 
Pringsheim 82Т выращивали в фотоавтотрофных условиях на среде Тамийя 
с KNO3 как источником азота. Выращенные клетки собирали центрифу­
гированием, промывали дистиллированной водой. Равные весовые коли­
чества суспендировали в равных объемах свежей среды, содержащей в 
одном случае NO3“, а в другом NH4+ из расчета 69 мг N на 1 л. Инкубацию 
проводили на свету при продувании смесью воздуха и 1% СО2. Через 
15 мин. и 5 час. определяли активность ферментов. В процессе инкубации 
сдвиг pH, происходящий при ассимиляции NH4+, компенсировали добавле­
нием концентрированного раствора NaOH. Бесклеточные экстракты полу­
чали по ранее описанной методике (8), исключая замораживание и ультра-
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центрифугирование. Кроме того, для экстракции использовали другую 
смесь: 0,05 М трис-НС1-буфер, содержащий 1 мЛ7 ЭДТА и 5 мЛ/ MgCl2. 
Определение активности аланин-аминотрасферазы проводили следующим 
образом: 0,2 мл диализованного в течение 5 час. против 0,05 М фосфатного 
буфера pH 7,4 экстракта предынкубировали с 0,04 мкмол. пиридоксальфос­
фата в 0,1 М фосфатном буфере pH 8,5 при 37° в течение 10 мин. Затем 
добавляли 30 мкмол. пирувата Na и 20 мкмол. глютамата Na и продолжали 
инкубацию еще в течение 20 мин. Общий объем реакционной смеси рав­
нялся 1 мл. После инкубации к смеси добавляли 2 капли ледяной

Рис. 1 Рис. 2
Ряс. 1. Влияние in vitro К+, Na+ и NH4+ на активность пируваткиназы из клеток 

хлореллы. 1 — КС1, 2 — NH4C1 и 3 — NaCl
Рис. 2. Зависимость активности аланин-аминотрансферазы от концентрации пирувата 

(7) и глютамата (2)

СНзСООН, прогревали в течение 1 мин. на кипящей водяной бане, охлаж­
дали, удаляли осадок центрифугированием и в надосадочной жидкости 
определяли количество образовавшегося аланина методом хроматографии 
на бумаге (9), используя в качестве растворителя смесь этанол — вода в 
соотношении 95 : 5. Активность рассчитывали как количество мкмолей ала­
нина, образовавшегося за 1 час под влиянием 1 мг белка или 1 мл экстрак­
та. Активность пируваткиназы определяли спектрофотометрически с по­
мощью лактатдегидрогеназы из сердечной мышцы свиньи. Реакционная 
смесь в объеме 3 мл содержала 1 мкмоль фосфоенолпирувата, 1 мкмоль 
АДФ, 0,2 мкмоля НАД-Н, 24 мкмоля MgCl2, 1, 2 единицы лактатдегидроге­
назы и экстракт в 0,05 М трис-НС1-буфере pH 7,4. Старт реакции осу­
ществлялся добавлением фосфоенолпирувата и отсчет производился про­
тив смеси без этого субстрата; кроме того, учитывался контроль на фосфа­
тазу (определение в отсутствие АДФ (“)). Удельная активность пируват­
киназы рассчитывалась как количество мкмолей НАД-Н, окисленных за 
1 мин. 1 мг белка. Белок определяли по методу Лоури (10).

Из данных, приведенных в табл. 1, видно, что активность аланин-ами­
нотрансферазы практически не изменяется под влиянием NH4+. На ак­
тивность фермента in vitro NH4 также практически не оказывал влияния. 
Следовательно, усиление скорости синтеза аланина пе объясняется индук­
цией или активацией аланин-аминотрапсферазы. Принимая это во внима­
ние, вполне определенно можно сказать, что возрастание скорости пере- 
аминировапия пирувата с глютаматом является результатом быстрого и 
резкого повышения концентрации пирувата, лимитировавшего до этого 
скорость реакции. Концентрация пирувата увеличивается за счет акти- 
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нации пируваткиназы под влиянием NH4+ (рис. 1). На синтез фермента 
NH4+ не оказывал влияния, что было установлено на синхронной, культу­
ре используемого нами штамма хлореллы (12). Такое же активирующее 
действие оказывает К+, в то время как Na+ не активировал пируватки- 
назу. Поскольку содержание пирувата в клетках хлореллы очепь низкое, 
по сравнению с концентрацией глютамата, то колебания в концентрации 
пирувата будут сильно отражаться на скорости его переамппировапия. 
Это исходит из зависимости активности аланпн-ампнотрапсферазы от 
концентрации субстратов (рис. 2).

Система, обеспечивающая преимущественный синтез аланина при ас­
симиляции NH4+, по-видимому, является одним из узлов механизма, обес­
печивающего быстрое связывание последнего. Другим узлом является 
индуцируемая под влиянием NH4+ НАДФ-глютаматдегидрогепаза (1:). Со­
гласованную работу этих узлов можно представить в виде следующей 
схемы:

Пируват Глготамат

С х е м а

Согласно этой схеме, алапин-амипотрансфераза регенерирует а-кето- 
глютарат, необходимый для функционирования индуцируемой глютамат- 
дегидрогеназы как синтетического фермента (13). Усиленное образование 
пирувата обеспечивается пируваткиназой, а другие потребности удовлет­
воряются за счет усиления фотосинтеза (“), пентозофосфатного цикла 
(15) и других процессов под влиянием NH4+.
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