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ÂËÈßÍÈÅ ÑÎËÞÁÈËÈÇÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÁÅËÊÎÂ ÌÅÌÁÐÀÍÍÎÃÎ 
ÑÊÅËÅÒÀ ÝÐÈÒÐÎÖÈÒÎÂ ÍÀ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ Na, K-ÀÒÔàçû

THE INFLUENCE OF MEMBRANE SKELETON SOLUBILIZED PROTEINS  
OF ERYTHROCYTES ON THE ACTIVITY OF Na, K-ATPase

Èçó÷åíî âëèÿíèå ñîëþáèëèçèðîâàííûõ áåëêîâ ìåìáðàííîãî ñêåëåòà (ÑÁÌÑ) 
áåçúÿäåðíûõ ýðèòðîöèòîâ íà àêòèâíîñòü Na,K-AÒÔàçû. Ïîêàçàíî, ÷òî ÑÁÌÑ, 
ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì ñðåä, íå ñîäåðæàùèõ õåëàòîðû, àêòèâèðóþò Na,K-
AÒÔàçó ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñû, ïðè ýòîì èîíû Ca2+ íå èçìåíÿþò àêòèâèðóþùèé 
ýôôåêò ÑÁÌÑ. Âíåñåíèå â ñðåäû ïîëó÷åíèÿ ÑÁÌÑ ÝÄÒÀ èëè èîíîâ Mg2+ ïîçâîëÿåò 
ñîõðàíèòü Ca2+ — çàâèñèìîå ìîäóëèðóþùåå âëèÿíèå ÑÁÌÑ íà àêòèâíîñòü Na,K-
ÀÒÔàçû ãîëîâíîãî ìîçãà, à òàêæå ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòîâ ýðèòðîöèòîâ êðûñ. 
Â çàâèñèìîñòè îò ñïîñîáà ïîëó÷åíèÿ òåíåé ýðèòðîöèòîâ è ÑÁÌÑ íàáëþäàåòñÿ 
êàê àêòèâèðîâàíèå, òàê è èíãèáèðîâàíèå Nà,Ê-ÀÒÔàçû óäàëåííûìè ñ ìåìáðàíû 
áåëêàìè öèòîñêåëåòà. Ïðè ýòîì ïðèñóòñòâèå èîíîâ Ca2+ â ñðåäå èíêóáàöèè èçìå-
íÿåò ïðîöåññ àêòèâàöèè Nà,Ê-ÀÒÔàçû ñîëþáèëèçèðîâàííûìè áåëêàìè ìåìáðàííîãî 
ñêåëåòà. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî â ñìåñè ñîëþáèëèçèðîâàííûõ áåëêîâ ìåìáðàííîãî 
ñêåëåòà áåçúÿäåðíûõ ýðèòðîöèòîâ ñîäåðæèòñÿ ôàêòîð (ôàêòîðû) Mg2+,Ca2+ — 
çàâèñèìî ìîäóëèðóþùèå àêòèâíîñòü Na,Ê-ÀÒÔàçû.

The influence of membrane skeleton solubilized proteins of denuclearized erythrocytes 
on the activity of Na,K-ATPase is studied. It is shown that SPMS obtained using the 
medium not containing chelators activate Na,K-ATPase of the rat brain, whereas the 
calcium ions do not change the activating effect of SPMS. The introduction of SPMS 
EDTA or magnesium ions into the receiving medium allows to save a calcium-dependent 
modulating influence of SPMS on the activity of the Na,K-ATPase of the brain as well 
as the activity of the membrane preparations of rats´ erythrocytes. Depending on the 
method of the preparation of erythrocyte ghosts and SPMS, one may observe both 
activation and inhibition of Na, K-ATPase via removed membrane proteins. Yet, the 
presence of Ca2+ ions in the incubation medium alters the activation of Na, K-ATPase via 
the membrane skeleton solubilized proteins. It is supposed that a mixture of membrane 
skeleton solubilized proteins of denuclearized erythrocytes contains the Mg2+, Ca2+ 

factor(s), modulating the activity of the Na,K-ATPase.

ÊËÞ×ÅÂÛÅ ÑËÎÂÀ. ÀÒÔàçà, ñîëþáèëèçèðîâàííûå áåëêè ìåìáðàííîãî ñêåëåòà, 
ýðèòðîöèò, àêòèí.
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Áåçúÿäåðíûå ýðèòðîöèòû ìëåêîïèòàþùèõ ÿâëÿþòñÿ âûñîêîñïåöèàëèçèðî-
âàííûìè êëåòêàìè, êîòîðûå âûïîëíÿþò ôóíêöèþ ïåðåíîñà êèñëîðîäà ê òêàíÿì 
è îðãàíàì ïðè ñîõðàíåíèè âíóòðèêëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà, â òîì ÷èñëå îäíî- è 
äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ. Îòñóòñòâèå ÿäðà ëèøàåò ýòè êëåòêè ðåøàòü äîëãî-
ñðî÷íûå çàäà÷è çà ñ÷åò ñèíòåçà ìîëåêóë de novo, ÷òî âûäâèãàåò íà ïåðâûé ïëàí 
ïóòü êðàòêîñðî÷íîé ðåãóëÿöèè ìåòàáîëèçìà êëåòîê â ïðîöåññå èõ ôóíêöèîíè-
ðîâàíèÿ. Ñ ýòîé òî÷êè çðåíèÿ ýðèòðîöèò ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíûì îáúåêòîì èñ-
ñëåäîâàíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé ðåãóëÿöèè ôåðìåíòîâ, â òîì ÷èñëå è òðàíñïîðòíûõ 
ÀÒÔàç. Êðîìå òîãî, îòñóòñòâèå âíóòðèêëåòî÷íûõ ìåìáðàííûõ ñòðóêòóð ïîçâî-
ëÿåò èññëåäîâàòåëÿì ïîëó÷àòü îäíîðîäíûå ïðåïàðàòû ìåìáðàí, ÷òî çíà÷èòåëü-
íî óïðîùàåò èíòåðïðåòàöèþ ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ. Èìåííî ýòî îáñòîÿòåëü-
ñòâî îáóñëîâèëî ïðîâåäåíèå ðÿäà èññëåäîâàíèé ïî ïîèñêó âíóòðèêëåòî÷íûõ 
ðåãóëÿòîðîâ òðàíñïîðòíûõ ÀÒÔàç ýðèòðîöèòîâ ìëåêîïèòàþùèõ. Â öèòîçîëå ýòèõ 
êëåòîê îáíàðóæåíû èíãèáèòîðû è àêòèâàòîðû Na,Ê-ÀÒÔàçû, à òàêæå ìîäóëÿ-
òîðû Ñà-ÀÒÔàçû [1-5]. Êðîìå òîãî, ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî [6-7], ÷òî ñî-
ëþáèëèçèðîâàííûå áåëêè ìåìáðàííîãî ñêåëåòà (ÑÁÌÑ) ýðèòðîöèòîâ àêòèâè-
ðóþò òðàíñïîðòíûå ÀÒÔàçû êàê òåíåé ýðèòðîöèòîâ, òàê è ïðåïà ðàòîâ ìåìáðàí 
êëåòîê, ëèøåííûõ îñíîâíûõ áåëêîâ öèòîñêåëåòà — ñïåêòðèíà è àêòèíà. Áûëî 
âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî ÑÁÌÑ ñîäåðæàò ìèíîðíûå áåëêîâûå êîìïîíåí-
òû, êîòîðûå âîâëå÷åíû â ðåãóëÿöèþ àêòèâíîñòè òðàíñïîðòíûõ ÀÒÔàç.

Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ ñâåäåíèÿ î òîì, ÷òî õåëàòîðû îêàçûâàþò àêòèâèðóþ-
ùåå äåéñòâèå íà Na,K-ÀÒÔàçó áåçúÿäåðíûõ ýðèòðîöèòîâ [8]. Âíåñåíèå ÝÄÒÀ 
íà ñòàäèÿõ ãåìîëèçà ýðèòðîöèòîâ è îòìûâàíèÿ ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòîâ îò âíó-
òðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæèìîãî ñïîñîáñòâóåò óäàëåíèþ èç ïðåïàðàòîâ ìåìáðàí 
êàëüìîäóëèíà, êàëüíàêòèíà è òðîïîìèîçèíà, áåëêà, ñïîñîáíîãî êîíòðîëèðîâàòü 
äëèíó àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ [9], ïðè ýòîì èîíû Ñà2+ è Mg2+ ðåãóëèðóþò ïðî-
òåêàíèå ýòîãî ïðîöåññà [10]. Îòìå÷åíî, ÷òî êîðîòêèå ôèëàìåíòû àêòèíà ñòèìó-
ëèðóþò àêòèâíîñòü òðàíñïîðòíûõ ÀÒÔàç [11-12].

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè èçó÷àëîñü âëèÿíèå ÑÁÌÑ, âûäåëåííûõ èç ìåì-
áðàííûõ ïðåïàðàòîâ ýðèòðîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ â ðàçëè÷íûõ ñðåäàõ ïîëó÷åíèÿ 
òåíåé ýðèòðîöèòîâ, íà àêòèâíîñòü òðàíñïîðòíûõ Na,Ê-ÀÒÔàç èç ðàçëè÷íûõ èñ-
òî÷íèêîâ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëèñü 
ýðèòðîöèòû êðûñ-ñàìöîâ ëèíèè Wistar â âîçðàñòå 13-14 íåäåëü ñ ìàññîé òåëà 
220-240 ã. Ñìåøàííóþ âåíîçíî-àðòåðèàëüíóþ êðîâü ïîëó÷àëè ïîñëå äåêàïèòàöèè 
æèâîòíûõ. Â êà÷åñòâå àíòèêîàãóëÿíòà èñïîëüçîâàëè ãåïàðèí (150-200 åä/ìë). 
Âñå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè â äåíü çàáîðà êðîâè.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýðèòðîöèòîâ êðîâü öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 300 g â òå÷åíèå 
5 ìèíóò, çàòåì óäàëÿëè ïëàçìó è ëåéêîöèòàðíóþ ïëåíêó. Ýðèòðîöèòû òðèæäû 
ïðîìûâàëè îõëàæäåííûì èçîòîíè÷åñêèì ðàñòâîðîì 0,145 Ì NaCl â 0,02 Ì 
òðèñ-ÍÑ1-áóôåðå (pH 7,6 ïðè 25°Ñ) [2].

Ãðóáóþ ìèêðîñîìàëüíî-ìèòîõîíäðèàëüíóþ ôðàêöèþ èç ãîìîãåíàòà êîðû áîëü-
øèõ ïîëóøàðèé ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñû ïîëó÷àëè êàê îïèñàíî ðàíåå [13-14].

Ìåìáðàííûå ïðåïàðàòû ýðèòðîöèòîâ (òåíè) ïîëó÷àëè ïóòåì ãèïîîñìîòè÷å-
ñêîãî ãåìîëèçà ïî ìåòîäó Dodge et à1. [15]. Â êà÷åñòâå ãåìîëèçèðóþùåé ñðåäû 
èñïîëüçîâàëè 10 ìÌ òðèñ-ÍÑ1-áóôåð (pH 7,6 ïðè 25°Ñ) áåç ÝÄÒÀ è ñîäåðæà-
ùåé 1 ìÌ ÝÄÒÀ â çàâèñèìîñòè îò öåëåé ýêñïåðèìåíòà. Ñîîòíîøåíèå îáúåìîâ 
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ýðèòðîöèòîâ è ãåìîëèçèðóþùåé ñðåäû ñîñòàâëÿëî 1:15. Ìåìáðàííûå ïðåïàðàòû 
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 20 000 g â òå÷åíèå 20 ìèíóò. Òåíè òðèæäû 
ïðîìûâàëè â òåõ æå ðàñòâîðàõ ñ ïîñëåäóþùèì îñàæäåíèåì.

Ñîëþáèëèçàöèþ ïåðèôåðè÷åñêèõ áåëêîâ öèòîñêåëåòà ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó 
Steck & Kant [16]. Ñâåæåïðèãîòîâëåííûå òåíè ñóñïåíäèðîâàëè â 10 îáúåìàõ 
1 ìÌ òðèñ-ÍÑl-áóôåðà (pH 7,6 ïðè 25°Ñ) ñîäåðæàùåì, â çàâèñèìîñòè îò öåëåé 
ýêñïåðèìåíòà, ðàçëè÷íîå êîëè÷åñòâî ÝÄÒÀ (èëè äðóãèõ êîìïîíåíòîâ, ÷òî îãî-
âîðåíî â òåêñòå) è èíêóáèðîâàëè â òåðìîñòàòå ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèíóò 
ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè. Ìåìáðàííûå ïðåïàðàòû îñàæäàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì ïðè 20 000g â òå÷åíèå 10 ìèíóò. Íàäîñàäî÷íàÿ æèäêîñòü ïðåä-
ñòàâëÿëà ñìåñü ñîëþáèëèçèðîâàííûõ áåëêîâ ìåìáðàííîãî ñêåëåòà. Îñàäîê, 
(áåññïåêòðèíîâûå ìåìáðàíû) äâàæäû ïðîìûâàëè 10 ìÌ òðèñ-HCl áóôåðîì 
(pH 7,6). Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî áåññïåêòðèíîâûå ìåìáðàíû 
ñîäåðæàëè íå áîëåå 5-10% ñïåêòðèíà, à íàäîñàäî÷íàÿ æèäêîñòü (ïîñëå ïåðâî-
ãî îñàæäåíèÿ) — ïðåèìóùåñòâåííî ñïåêòðèí è àêòèí.

Ïðåäèíêóáàöèþ ñìåñè ñîëþáèëèçèðîâàííûõ áåëêîâ ìåìáðàííîãî ñêåëåòà ñ 
ïðåïàðàòàìè ìåìáðàí ïðîâîäèëè ïðè 20°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèíóò.

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè Nà,Ê-ÀÒÔàçû ïðîâîäèëè êàê îïèñàíî [8]. Ñîñòàâ 
ñòàíäàðòíîé èíêóáàöèîííîé ñðåäû (â ìÌ): Na — 100; Ê — 10; Mg — 3; òðèñ-
ÍÑ1-áóôåð — 50 (pH 7,4 ïðè 25°Ñ); ÝÄÒÀ — 0,5; ÀÒÔ — 3. Â îòäåëüíûõ 
ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ ñîñòàâ èíêóáàöèîííîé ñðåäû âàðüèðîâàëñÿ, ÷òî îãîâîðå-
íî â òåêñòå.

Àêòèâíîñòü Na,K-ÀÒÔàçû ðàññ÷èòûâàëè ïî ðàçíèöå â ïðèðîñòå Ôí (íåîð-
ãàíè÷åñêîãî ôîñôîðà) â ïðèñóòñòâèè è îòñóòñòâèå 1 ìÌ óàáàèíà. Àêòèâíîñòü 
Na,K-ÀÒÔàçû âûðàæàëè â ìêìîëü Ôí/÷àñ íà ìë êëåòîê, ëèáî íà ìã áåëêà. 
Ñîäåðæàíèå íåîðãàíè÷åñêîãî ôîñôîðà îïðåäåëÿëè êàê îïèñàíî ðàíåå [17]. Èí-
òåíñèâíîñòü îêðàñêè ìîëèáäåíîâîãî ñèíåãî îöåíèâàëè ïî ïîãëîùåíèþ ñâåòà ïðè 
äëèíå âîëíû 720 íì. 

Ñîäåðæàíèå áåëêà â ïðîáàõ îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Lowry et al. [18].
Ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå áûëè îáðàáîòàíû ñòàòèñòè÷åñêè, ñðàâíåíèå 

ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.
Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ è èõ îáñóæäåíèå. Ïðè ïîëó÷åíèè ìåìáðàí-

íûõ ïðåïàðàòîâ ýðèòðîöèòîâ èñïîëüçîâàëè ñðåäû íå ñîäåðæàùèå ÝÄÒÀ, ñî-
äåðæàùèå ÝÄÒÀ è ñðåäû, â êîòîðûå ââîäèëè äâóõâàëåíòíûå èîíû Mg2+. Ïî-
ñëåäíèå ñðåäû ïîëó÷åíèÿ òåíåé ýðèòðîöèòîâ è ïðîìûâàþùèõ ðàñòâîðîâ áûëè 
èñïîëüçîâàíû, èñõîäÿ èç ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ î òîì, ÷òî èîíû ñïîñîáñòâóþò 
ñîõðàíåíèþ òðîïîìèîçèíà â ïðåïàðàòàõ ìåìáðàí [10-11].

Íà íà÷àëüíîì ýòàïå èññëåäîâàíèÿ âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëèñü íà òêàíè 
ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñû — òêàíè, îáëàäàþùåé âûñîêîé ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâ-
íîñòüþ (ðèñ. 1). Âèäíî, ÷òî ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè MgCl2 â ñðåäå èíêó-
áàöèè îò 3 ìÌ äî 6 ìÌ, ïðîöåíò àêòèâàöèè ôåðìåíòà áåëêàìè öèòîñêåëåòà 
âîçðàñòàåò â 2 ðàçà. Âíåñåíèå CaCl2 â ñðåäó îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àê-
òèâíîñòè íå èçìåíÿåò ïðîöåíò àêòèâàöèè ôåðìåíòà áåëêàìè ìåìáðàííîãî ñêå-
ëåòà. Ñëåäóåò åùå ðàç ïîä÷åðêíóòü, ÷òî â ýòîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ÑÁÌÑ 
áûëè ñîëþáèëèçèðîâàíû èç òåíåé ýðèòðîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ â ïðèñóòñòâèè ÝÄÒÀ 
â ñðåäå ãåìîëèçà è ïðîìûâàþùèõ ðàñòâîðàõ.
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Ðèñ. 1. Àêòèâíîñòü Na,K-ÀÒÔàçû â ìèêðîñîìàëüíî-ìèòîõîíäðèàëüíîé ôðàêöèè êîðû 
ïîëóøàðèé ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñ äî (Ðÿä 1) è ïîñëå (Ðÿä 2) ïðåäèíêóáàöèè ñ ÑÁÌÑ.

à) Ñðåäà èíêóáàöèè ñîäåðæàëà â ìÌ: 1) MgCl2 — 3; CaCl2 — 0; ÝÄÒÀ — 0,5;
     2) MgCl2 — 3; CaCl2 — 1; ÝÄÒÀ-0,5;
á) Ñðåäà èíêóáàöèè ñîäåðæàëà â ìÌ; 1) MgCl2 — 6; CaCl2 — 0; ÝÄÒÀ — 0,5;
     2) MgCl2 — 6; CaCl2 — 0,5; ÝÄÒÀ — 0,5;  
     3) MgCl2 — 6; CaCl2 — 1; ÝÄÒÀ — 0,5.

Ïðèìå÷àíèå: Ñðåäà ãåìîëèçà ýðèòðîöèòîâ è ïðîìûâàþùèõ ðàñòâîðîâ
ñîäåðæàëà 10 ìÌ òðèñ-HCl áóôåð (pH 7,6 ïðè 25°Ñ) è 1 ìÌ ÝÄÒÀ.

Ñðåäà óäàëåíèÿ áåëêîâ ìåìáðàííîãî ñêåëåòà ñîäåðæàëà 1 ìÌ òðèñ HCl-áóôåð 
(pH 7,6 ïðè 25°Ñ) è 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ.

Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 2 ïî 
âëèÿíèþ íà àêòèâíîñòü Na,Ê-ÀÒÔàçû ÑÁÌÑ èç òåíåé ýðèòðîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ 
â îòñóòñòâèå ÝÄÒÀ â ñðåäå ãåìîëèçà è ïðîìûâàþùèõ ðàñòâîðàõ. Âèäíî, ÷òî 
â îòñóòñòâèè CaCl2 (íî â ïðèñóòñòâèè 6 ìì MgCl2) â ñðåäå îïðåäåëåíèÿ ôåð-
ìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè ÑÁÌÑ âûðàæåííî àêòèâèðóþò Nà,Ê-ÀÒÔàçó ãîëîâíî-
ãî ìîçãà êðûñû; ïðè âíåñåíèè â ñðåäó îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè 
0,5 ìÌ è 1 ìÌ CaCl2 àêòèâàöèÿ ïðàêòè÷åñêè èñ÷åçàåò.

Ðèñ. 2. Àêòèâíîñòü Na,K-ÀÒÔàçû â ìèêðîñîìàëüíî-ìèòîõîíäðèàëüíîé ôðàêöèè
êîðû áîëüøèõ ïîëóøàðèé ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñû äî (Ðÿä 1) è ïîñëå (Ðÿä 2)

ïðåäèíêóáàöèè ñ ÑÁÌÑ.
1 — â îòñóòñòâèå CaCl2 â ñðåäå èíêóáàöèè; 2 — 0,5 ìÌ CaCl2 â ñðåäå èíêóáàöèè;

3 — 1 ìÌ CaCl2 â ñðåäå èíêóáàöèè.
Ïðèìå÷àíèå: ñðåäà ãåìîëèçà ýðèòðîöèòîâ è ïðîìûâàþùèõ ðàñòâîðîâ ñîäåðæàëà 
10 ìÌ òðèñ HCl- áóôåð (pH 7,6 ïðè 25°Ñ). Ñðåäà óäàëåíèÿ áåëêîâ ìåìáðàííîãî 

ñêåëåòà ñîäåðæàëà 1 ìÌ òðèñ HCl-áóôåð (pH 7,6 ïðè 25°Ñ).
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Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ñìå-
ñè ñîëþáèëèçèðîâàííûõ áåëêîâ ìåìáðàíû ýðèòðîöèòà ïðèñóòñòâóþò ìîäóëÿòî-
ðû (ìîäóëÿòîð) àêòèâíîñòè Na,Ê-ÀÒÔàçû, êîòîðûå ñâÿçàíû ñ ìåìáðàíîé íå-
êîâàëåíòíûìè âçàèìîäåéñòâèÿìè, ò.ê. óäàëÿþòñÿ â ðàñòâîðàõ ñ íèçêîé èîííîé 
ñèëîé; ïðè ýòîì âíåñåíèå ÝÄÒÀ â ñðåäû ïîëó÷åíèÿ òåíåé ýðèòðîöèòîâ ñïîñîá-
ñòâóåò óäàëåíèþ Ca2+ — çàâèñèìîãî ôàêòîðà, ñíèìàþùåãî Mg2+ — çàâèñèìûé 
ýôôåêò àêòèâàöèè Nà,Ê-ÀÒÔàçû ÑÁÌÑ. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî òàêèìè ñâîéñòâàìè 
ìîæåò îáëàäàòü òðîïîìèîçèí, êîòîðûé êîíòðîëèðóåò ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà 
è òåì ñàìûì — åãî ñïîñîáíîñòü ìîäóëèðîâàòü àêòèâíîñòü òðàíñïîðòíûõ ÀÒÔàç 
ôåðìåíòà [10].

Ó÷èòûâàÿ, ÷òî èîíû Mg2+ ïðåäîòâðàùàþò äèññîöèàöèþ òðîïîìèîçèíà ñ ýðè-
òðîöèòàðíîé ìåìáðàíîé â ïðîöåññå ïîëó÷åíèÿ òåíåé ýðèòðîöèòîâ [11], áûëà 
ïðîâåäåíà ñåðèÿ ýêñïåðèìåíòîâ, â êîòîðîé â ñðåäó ãåìîëèçà ýðèòðîöèòîâ è ïðî-
ìûâàþùèå ðàñòâîðû âíîñèëè ðàçëè÷íûå êîíöåíòðàöèè MgCl2. Äàííûå ïðåä-
ñòàâëåíû â òàáë. 1.

Òàáëèöà 1

Àêòèâíîñòü Na,K-ÀÒÔàçû â ìèêðîñîìàëüíî-ìèòîõîíäðèàëüíîé ôðàêöèè 
êîðû áîëüøèõ ïîëóøàðèé ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñ äî è ïîñëå ïðåäèíêóáàöèè 

ñ ñîëþáèëèçèðîâàííûìè áåëêàìè ìåìáðàííîãî ñêåëåòà ýðèòðîöèòîâ

ÀÒÔàçà
Àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ â ìêìîëü Ôí/ìã áåëêà/÷àñ

Êîíòðîëü ÑÁÌÑ-À Êîíòðîëü ÑÁÌÑ-Â Êîíòðîëü ÑÁÌÑ-Ñ

Na, 
Ê-ÀÒÔàçà

8,7±0,5 11,0±0,6* 8,9±0,6 10,3±1,1 9,1±0,7 8,0±0,3

7,9±0,3 9,5±0,5* 7,8±0,4 9,1±0,8 8,0±0,4 6,1±0,5*

Ïðèìå÷àíèå: Ãåìîëèç ýðèòðîöèòîâ è ïðîìûâàíèå ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòîâ 
ïðîâîäèëè â 10 ìÌ òðèñ-ÍÑ1-áóôåðå (pH 7,6 ïðè 25°Ñ), ñîäåðæàùåì 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 
à òàêæå 0,2 ìÌ MgCl2 (ÑÁÌÑ-À), 0,5 ìÌ MgCl2 (ÑÁÌÑ-Â) èëè 2 ìÌ MgCl2 
(ÑÁÌÑ-Ñ). Ñîëþáèëèçàöèþ áåëêîâ ìåìáðàííîãî ñêåëåòà ïðîâîäèëè ïóòåì èíêó-
áàöèè ïîëó÷åííûõ òåíåé ýðèòðîöèòîâ ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèíóò â 1 ìÌ òðèñ-
ÍÑ1-áóôåðå (pH 7,6 ïðè 25°Ñ) + 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ, ñîäåðæàùåì 0,02 ìÌ MgCl2 (ÑÁÌÑ-À), 
0,05 ìÌ MgCl2 (ÑÁÌÑ-Â) èëè 0,2 ìÌ MgCl2 (ÑÁÌÑ-Ñ). Êîíòðîëåì ñëóæèë ãîìî-
ãåíàò ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñ, ïðåäèíêóáèðîâàííûé â ñîîòâåòñòâóþùåé ñðåäå 
óäàëåíèÿ áåëêîâ ìåìáðàííîãî ñêåëåòà. Â ãðàôå “Nà,Ê-ÀÒÔàçà”: âåðõíèå ñòðî÷êè — 
àêòèâíîñòü ôåðìåíòà â îòñóòñòâèå CaCl2 â ñðåäå èíêóáàöèè; íèæíèå ñòðî÷êè — 
àêòèâíîñòü ôåðìåíòà â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ CaCl2 â ñðåäå èíêóáàöèè. Ðåçóëüòàòû 
ÿâëÿþòñÿ ñðåäíèì çíà÷åíèåì èç 8 ýêñïåðèìåíòîâ.

* — äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ð<0,05).

Ïîñëå ïðåäèíêóáàöèè ìèêðîñîìàëüíî-ìèòîõîíäðèàëüíîé ôðàêöèè êîðû 
áîëüøèõ ïîëóøàðèé ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñ ñ ÑÁÌÑ À-òåíåé íàáëþäàëàñü àê-
òèâàöèÿ Nà,Ê-ÀÒÔàçû â ñëó÷àå îòñóòñòâèÿ CaCl2 â ñðåäå îïðåäåëåíèÿ ôåðìåí-
òàòèâíîé àêòèâíîñòè íà 26%. Âíåñåíèå CaCl2 â ñðåäó èíêóáàöèè íåçíà÷èòåëü-
íî ñíèæàëî ïðîöåíò àêòèâàöèè ôåðìåíòà áåëêàìè ÑÁÌÑ (20%). Ïðåäâàðèòåëü-
íàÿ èíêóáàöèÿ ãîìîãåíàòà ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñû ñ ÑÁÌÑ Â-òåíåé íå 
âûçûâàëà àêòèâàöèè Na,Ê-ÀÒÔàçû. Ïîñëå ïðåäèíêóáàöèè ãîìîãåíàòà ãîëîâíî-
ãî ìîçãà ñ ÑÁÌÑ Ñ-òåíåé àêòèâíîñòü Na,Ê-ÀÒÔàçû îñòàâàëàñü íåèçìåííîé 
â òîì ñëó÷àå, åñëè â ñðåäå îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè îòñóòñòâî-
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âàëè èîíû Ca2+; âíåñåíèå â ñðåäó èíêóáàöèè 1 ìÌ ïîçâîëÿëî âûÿâèòü èíãèáè-
ðóþùèé ýôôåêò ÑÁÌÑ íà àêòèâíîñòü ôåðìåíòà (24%). 

Â ñëåäóþùåé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ïðîâîäèëèñü èññëåäîâàíèÿ íà ìåìáðàí-
íûõ ïðåïàðàòàõ ýðèòðîöèòîâ ñ ïðèìåíåíèåì òîãî æå ìåòîäè÷åñêîãî ïîäõîäà 
óäàëåíèÿ ïåðèôåðè÷åñêèõ áåëêîâ ìåìáðàííîãî ñêåëåòà. Èñïîëüçîâàëèñü òðè 
ñîñòàâà ñðåäû ãåìîëèçà è ïðîìûâàþùèõ ðàñòâîðîâ äëÿ ïîëó÷åíèÿ À-, Â- 
è Ñ-òåíåé. Ïîëó÷åííûå ìåìáðàííûå ïðåïàðàòû ïðåäèíêóáèðîâàëèñü ñ ñîëþáè-
ëèçèðîâàííûìè áåëêàìè ìåìáðàííîãî ñêåëåòà ýòèõ æå òåíåé ýðèòðîöèòîâ. 
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 2

Òàáëèöà 2

Àêòèâíîñòü Na,K-ÀÒÔàçû òåíåé ýðèòðîöèòîâ êðûñû äî è ïîñëå ïðåäèíêóáàöèè 
ñ ñîëþáèëèçèðîâàííûìè áåëêàìè ìåìáðàííîãî ñêåëåòà

ÀÒÔàçà
Àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ â ìêìîëü Ôí/ìë êëåòîê/÷àñ

À-òåíè ýðèòðîöèòîâ Â-òåíè ýðèòðîöèòîâ Ñ-òåíè ýðèòðîöèòîâ
Êîíòðîëü ÑÁÌÑ-À Êîíòðîëü ÑÁÌÑ-Â Êîíòðîëü ÑÁÌÑ-Ñ

Na, 
Ê-ÀÒÔàçà

7,9±0,3 9,8±0,4* 10,5±0,9 9,8±0,8 7,8±0,6 7,8±1,2

6,5±0,2 7,6±0,4* 8,3±0,6 6,6±0,5* 5,7±0,4 6,3±0,6

Ïðèìå÷àíèå: Ãåìîëèç ýðèòðîöèòîâ è ïðîìûâàíèå òåíåé ýðèòðîöèòîâ ïðîâî-
äèëè â 10 ìÌ òðèñ-ÍÑ1-áóôåðå (pH 7,6 ïðè 25°Ñ), ñîäåðæàùåì 1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,2 
ìÌ MgCl2 (À-òåíè ýðèòðîöèòîâ), 0,5 ìÌ MgCl2 (B-òåíè ýðèòðîöèòîâ), 2 ìÌ 
MgCl2 (Ñ-òåíè ýðèòðîöèòîâ). Óäàëåíèå áåëêîâ ìåìáðàííîãî ñêåëåòà ïðîâîäèëè 
ïóòåì èíêóáàöèè ïîëó÷åííûõ òåíåé ýðèòðîöèòîâ ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèíóò 
â 1 ìÌ òðèñ-HCl-áóôåðå (pH 7,6 ïðè 25°Ñ), ñîäåðæàùåì 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,02 ìÌ 
MgCl2 (ÑÁÌÑ-À), 0,05 ìÌ MgCl2 (ÑÁÌÑ-Â) è 0,2 ìÌ MgCl2 (ÑÁÌÑ-Ñ). Êîíòðîëåì 
ñëóæèëè ìåìáðàííûå ïðåïàðàòû, ïðåäèíêóáèðîâàííûå â ñîîòâåòñòâóþùåé ñðåäå 
óäàëåíèÿ áåëêîâ ìåìáðàííîãî ñêåëåòà. Â ãðàôå «Nà,Ê-ÀÒÔàçà»: âåðõíèå ñòðî÷êè — 
àêòèâíîñòü ôåðìåíòà â îòñóòñòâèå CaCl2 â ñðåäå èíêóáàöèè; íèæíèå ñòðî÷êè — 
àêòèâíîñòü ôåðìåíòà â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ CaCl2 â ñðåäå èíêóáàöèè.

Ðåçóëüòàòû ÿâëÿþòñÿ ñðåäíèì çíà÷åíèåì èç 7 ýêñïåðèìåíòîâ. * — äîñòîâåð-
íîñòü ðàçëè÷èé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ð<0,05).

Ïðåäèíêóáàöèè A-òåíåé ýðèòðîöèòîâ ñ ÑÁÌÑ-À âûçûâàþò àêòèâàöèþ Na,Ê-
ÀÒÔàçû íà 24%. Âíåñåíèå 1ìÌ CaCl2 â ñðåäó îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé 
àêòèâíîñòè íåçíà÷èòåëüíî ñíèæàåò ñïîñîáíîñòü ÑÁÌÑ-À àêòèâèðîâàòü ôåðìåíò 
(17%). Ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ äàííûå ïî ïðåäèíêóáàöèè Â-òåíåé ýðèòðîöèòîâ 
ñ ÑÁÌÑ-Â. Îòìå÷åí èíãèáèðóþùèé ýôôåêò ÑÁÌÑ íà Na,Ê-ÀÒÔàçó â ïðè-
ñóòñòâèè 1 ìÌ CaCl2 â ñðåäå îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè (20%). 
Ñà-ÀÒÔàçà Â-òåíåé ýðèòðîöèòîâ àêòèâèðîâàëàñü ÑÁÌÑ-Â íà 30%. È, íàêîíåö, 
ïðåäèíêóáàöèÿ Ñ-òåíåé ýðèòðîöèòîâ ñ ÑÁÌÑ-Ñ íå èçìåíÿëà àêòèâíîñòü êàê 
Nà,Ê-ÀÒÔàçû.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî âíåñåíèå èîíîâ Mg2+ 
â ñðåäû ïîëó÷åíèÿ ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòîâ, ïîçâîëÿåò ñîõðàíèòü Ca2+ — çà-
âèñèìîå ìîäóëèðóþùåå âëèÿíèå ÑÁÌÑ íà àêòèâíîñòü Nà,Ê-ÀÒÔàçû. Êðîìå 
òîãî, ó÷èòûâàÿ ñïîñîáíîñòü èîíîâ Mg2+ â ñðåäå îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé 
àêòèâíîñòè óâåëè÷èâàòü ïðîöåíò àêòèâàöèè Nà,Ê-ÀÒÔàçû áåëêàìè ìåìáðàí-
íîãî ñêåëåòà [6], ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êàêèå-òî ìèíîðíûå áåëêè (áåëîê) 
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îáëàäàþò êàê Mg2+- òàê è Ca2+- çàâèñèìûìè ñâîéñòâàìè. Ïî-âèäèìîìó, íàëè÷èå 
äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ â ñðåäàõ ïîëó÷åíèÿ òåíåé ýðèòðîöèòîâ ïîçâîëÿåò ñî-
õðàíèòü ýòè áåëêè íà ìåìáðàíå, êîòîðûå óäàëÿþòñÿ òîëüêî â ïðîöåññå ïîëó÷å-
íèÿ ñîëþáèëèçèðîâàííûõ áåëêîâ ìåìáðàííîãî ñêåëåòà â ðàñòâîðàõ ñ íèçêîé 
èîííîé ñèëîé.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî âíåñåíèå Ca2+ â ñðåäó îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé 
àêòèâíîñòè íå èçìåíÿëî óðîâåíü àêòèâàöèè ÑÁÌÑ Na,K-AÒÔàçû â ïðåïàðàòàõ 
ìåìáðàí òîëüêî â òîì ñëó÷àå, åñëè óäàëåíèå ÑÁÌÑ ïðîâîäèëîñü èç òåíåé 
ýðèòðîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ â ïðèñóòñòâèè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé MgCl2 â ñðå-
äå ãåìîëèçà è ïðîìûâàþùèõ ðàñòâîðàõ. Âíåñåíèå MgCl2 â ñðåäû ïîëó÷åíèÿ 
ïðåïàðàòîâ ìåìáðàí â êîíöåíòðàöèè 0,5-2ìÌ, ò.å. êîíöåíòðàöèè, êîòîðàÿ, ïî 
ìíåíèþ íåêîòîðûõ àâòîðîâ [19], ñïîñîáñòâóåò ñîõðàíåíèþ òðîïîìèîçèíà íà 
ìåìáðàíå â ïðîöåññå ïîëó÷åíèÿ òåíåé ýðèòðîöèòîâ, ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü òàêèå 
ïðåïàðàòû ìåìáðàí, ÑÁÌÑ êîòîðûõ àêòèâèðóþò Nà,Ê-ÀÒÔàçó, ëèáî, íàïðî-
òèâ, èíãèáèðóþò àêòèâíîñòü ôåðìåíòà â ïðèñóòñòâèè èîíîâ Ca2+ â ñðåäå èí-
êóáàöèè. 

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîêàçàíî, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò ñïîñîáà ïîëó÷åíèÿ 
òåíåé ýðèòðîöèòîâ è ÑÁÌÑ íàáëþäàåòñÿ êàê àêòèâèðîâàíèå, òàê è èíãèáèðî-
âàíèå Nà,Ê-ÀÒÔàçû óäàëåííûìè ñ ìåìáðàíû áåëêàìè öèòîñêåëåòà. Ïðè ýòîì 
ïðèñóòñòâèå èîíîâ Ca2+ â ñðåäå èíêóáàöèè èçìåíÿåò ïðîöåññ àêòèâàöèè Nà,Ê-
ÀÒÔàçû ñîëþáèëèçèðîâàííûìè áåëêàìè ìåìáðàííîãî ñêåëåòà. Ñîâîêóïíîñòü 
ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî â ñìåñè ñîëþáè-
ëèçèðîâàííûõ áåëêîâ ìåìáðàííîãî ñêåëåòà ñîäåðæèòñÿ ôàêòîð (ôàêòîðû), 
Mg2+,Ca2+-çàâèñèìî ìîäóëèðóþùèå àêòèâàöèþ Na,Ê-ÀÒÔàçû áåëêàìè ìåìáðàí-
íîãî ñêåëåòà.

Ðåçóëüòàòû ðàíåå ïðîâåäåííûõ íàìè èññëåäîâàíèé ïî àêòèâàöèè ÑÁÌÑ 
Ê-ôîñôàòàçû áåññïåêòðèíîâûõ ìåìáðàí [7], íàðÿäó ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè, 
ïîçâîëÿþò âûñêàçàòü âîçìîæíóþ ïðèðîäó ýòîãî ôàêòîðà. Ïîêàçàíî, ÷òî êîðîò-
êèå ôèëàìåíòû àêòèíà ñïîñîáíû äîçîçàâèñèìî ñòèìóëèðîâàòü Na,Ê-ÀÒÔàçó 
[11], [20], ÷òî, ïî ìíåíèþ àâòîðîâ, ñâÿçàíî ñ óâåëè÷åíèåì ÷óâñòâèòåëüíîñòè 
ôåðìåíòà ê Na+, íî íå K+, Mg2+ èëè ÀÒÔ è îáóñëîâëåíî êîíôîðìàöèîííûì
E1-E2 ïåðåõîäîì. Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî ïîêàçàíî àêòèâèðóþùåå âëèÿíèå 
ÑÁÌÑ íà Ê-ôîñôàòàçó áåññïåêòðèíîâûõ ìåìáðàí [7], ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàí-
íûìè ýòèõ àâòîðîâ î êîíôîðìàöèîííîì E1-E2 ïåðåõîäå ôåðìåíòà.

Ýôôåêòû ÑÁÌÑ íà Nà,Ê-ÀÒÔàçó ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ àêòèâèðóþùèì 
âëèÿíèåì êîðîòêèõ ôèëàìåíòîâ àêòèíà íà ôåðìåíò. Èñõîäÿ èç êëàññè÷åñêèõ 
ïðåäñòàâëåíèé îá ó÷àñòèè ÀÒÔ, Ca2+ è Mg2+ â ïðîöåññå ïîëèìåðèçàöèè G-àêòèíà, 
à òàêæå î âëèÿíèè òðîïîìèîçèíà íà ýòîò ïðîöåññ, àêòèâèðóþùèé ýôôåêò èëè 
åãî îòñóòñòâèå îïðåäåëÿåòñÿ êîíöåíòðàöèåé êîðîòêèõ ôèëàìåíòîâ àêòèíà â ñðå-
äå îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè [20]. Ïðè ïîëó÷åíèè òåíåé â ñðåäå 
ñ íèçêîé èîííîé ñèëîé F-àêòèí äèññîöèèðóåò íà ìîëåêóëû G-àêòèíà. Ââåäåíèå 
ÑÁÌÑ â ñðåäó îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè Na,Ê-ÀÒÔàçû ñîïðî-
âîæäàåòñÿ ïîëèìåðèçàöèåé àêòèíà, ñòåïåíü êîòîðîé (à ñëåäîâàòåëüíî, è ñòåïåíü 
àêòèâàöèè Na,Ê-ÀÒÔàçû) çàâèñèò îò ñîîòíîøåíèÿ ÀÒÔ, Ca2+, Mg2+. Èîíû Ca2+ 
ïðåïÿòñòâóþò, a Mg2+ ñïîñîáñòâóþò ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà è èõ ñîîòíîøåíèå 
îïðåäåëÿåò êîíöåíòðàöèþ òåõ ôîðì àêòèíà, êîòîðûå è îáëàäàþò àêòèâèðóþùèì 
äåéñòâèåì (êîðîòêèå ôèëàìåíòû àêòèíà). Â ñëó÷àå ïîëó÷åíèÿ òåíåé ñ ñîõðàíåííûì 
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òðîïîìèîçèíîì (â ïðèñóòñòâèè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé Mg2+), äèññîöèàöèè 
F-àêòèíà, î÷åâèäíî, íå ïðîèñõîäèò, ò.ê. ýòîò êàòèîí, êðîìå òîãî, ñïîñîáñòâóåò 
àññîöèàöèè òðîïîìèîçèíà ñ äëèííûìè ôèëàìåíòàìè àêòèíà [19]. Ñëåäîâàòåëü-
íî, ÑÁÌÑ èç òàêèõ òåíåé íå äîëæíû îáëàäàòü ñêîëü-ëèáî ñóùåñòâåííûì àê-
òèâèðóþùèì ýôôåêòîì, ÷òî è îáíàðóæåíî â íàøåì èññëåäîâàíèè.
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