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(Представлено академиком С. Е. Севериным 18 VI 1911)

В лаборатории Клингенберга (*) было показано, что скелетные мышцы 
содержат два пзозима креатинкиназы: в гиалоплазме и в митохондриях. 
Было предположено (*), что в скелетных мышцах система креатин — креа
тинфосфат может участвовать в переносе богатого энергией фосфата через 
внутреннюю мембрану митохондрий. Однако локализация креатинкиназы 
в митохондриях мышц не известна. Для решения вопроса об участии си
стемы креатин — креатинфосфат в переносе энергии через внутреннюю 
мембрану митохондрий мы исследовали пассивную проницаемость мито
хондрий скелетных мышц крысы для креатина.

Выделение митохондрий из скелетных мышц проводили по Чеппелу и 
Перри в модификации, принятой в нашей лаборатории (2). Обломки кле
ток, ядра п мпофпбриллы удаляли центрифугированием при 600 g в тече
ние 7 мин. Надосадочную жидкость центрифугировали 5 мин. при 2000 g 
и митохондрии осаждали из супернатанта при 9000 g в течение 10 мин. 
Осадок митохондрий дважды ополаскивали небольшим объемом среды вы
деления и суспендировали в среде выделения (для полярографических 
опытов) или в 0,2 М сахарозе, содержащей 0,05 М гистидин (pH 6,5) 
или трис-НС1-буфера (pH 7,2—8,4) (для измерения набухания).

Митохондрии печени крысы выделяли по Шнайдеру и Хогебуму в мо
дификации, принятой в нашей лаборатории (3). Пассивную проницаемость 
митохондрий исследовали методом, описанным Клиландом (4). Оптическую 
плотность суспензии митохондрий при 520 ми регистрировали при помо
щи спектрофотометра СФ-4, связанного с записывающим устройством. 
Проба (общий объем 3 мл) имела следующий состав: 0,0067 М гистидино
вый (pH 6,5) или трис-НС1 (pH 7,2—8,4) буфер, 0,0067 М сахароза, 
0,065 осТИ исследуемое вещество, 1 ■ 10_6 М ротенон (в случае митохонд
рий печени концентрация ротенона была 3 • 10~6 М) и 1,5 мг белка мито
хондрий. Белок определяли с биуретовым реактивом (5).

Окислительное фосфорилирование измеряли при комнатной температу
ре полярографически с вращающимся платиновым электродом (6). Проба 
объемом 2 мл имела следующий состав: 0,1 М КС1, 0,0025 М MgCh, 0.02 М 
сукцинат калия, 2,5-10~7 М ротенон, 0,016 М креатин (там, где указано). 
0,01 М фосфат калия и 0,02 М трис-НС1, pH 7,2 или 7,8, 2 мг белка
митохондрий. АДФ добавляли в аэробную суспензию митохондрий до ко
нечной концентрации 1,5 • 10~4 мол/л. Содержание креатина в осадках ми
тохондрий определяли колориметрически с а-нафтолом и диацетилом (7).

На рис. 1А представлены результаты изучения осмотического поведе
ния суспензии митохондрий скелетных мышц в растворах КС1 (непрони
кающая соль), (NH4)2HPO4 (проникающая соль) и креатина. Видно, что 
изменение pH от 6,5 до 8,4 мало влияет на проницаемость митохондрий для 
КС1 и (NH4) 2НРО4. Проницаемость же для креатина в этих условиях силь
но меняется, резко возрастая при защелачивании среды.

Поскольку креатинкиназная система — специфический компонент мы
шечной ткани, можно было думать, что проницаемость для креатина яв
ляется специфическим свойством митохондрий скелетных мышц. Для того 
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чтобы проверить это предположение, мы провели аналогичные опыты с ми
тохондриями, выделенными из печени. Результаты этих опытов представ
лены на рис. 1Б. Оказалось, что защелачивание среды инкубации практи
чески не влияет на проницаемость мембраны митохондрий печени для 
креатина.

Полученные результаты могут служить указанием на существование 
во внутренней мембране митохондрий скелетных мышц специфического

Рис. 1. Набухание митохондрий скелетных мышц (Л) н печени (Б) 
в изоосмотических растворах. 1 — KG1, 2 — креатин, 3 — (NH4)2- 
■НРО4; pH для А: а — 6,5, б — 7,2, в — 7,5, г — 7,8, д — 8,4; pH — для 

Б: а — 6,5, б — 8,5

переносчика для креатина и на отсутствие такого переносчика в мембране 
митохондрий печени.

При исследованных значениях pH креатин присутствует в растворе в 
виде амфииона, аниона и катиона. Преобладающей формой является ам- 
фиион, однако нельзя исключить возможности проникновения через мемб
рану митохондрий анионной формы. Концентрация катионной формы креа
тина ничтожна. Повышение проницаемости мембраны митохондрий для 
креатина при щелочных значениях pH можно объяснить либо активацией 
переносчика при pH 2? 7,5, либо возрастанием концентрации проникающей 
формы, если ею служит анион креатина. Одновременная активация пере
носчика в последнем случае также не исключена. Примененный нами ме
тод регистрации изменений объема митохондрий не позволяет провести 
кинетический анализ, необходимый для того, чтобы сделать выбор между 
всеми перечисленными возможностями. Однако полученные результаты 
показывают, что при щелочных значениях pH внутренняя мембрана ми
тохондрий скелетных мышц становится проницаемой для креатина.

Результаты прямого определения содержания креатина в митохондриях 
скелетных мышц представлены ниже:

Число промываний осадка митохондрий 0 12
Содержание креатина, нмол. на 1 мг белка

Скелетная мышца 40,0 9,6 5.9
Печень — — 0

Видно, что двукратное промывание удаляет значительную часть вещества, 
однако митохондрии скелетных мышц все еще содержат количество свя
занного креатина, соизмеримое с содержанием в них адениловых нуклео
тидов. Дважды промытые митохондрии печени не содержат креатина.

Таким образом, с одной стороны, in vitro можно создать условия, в ко
торых креатин свободно проникает через внутреннюю мембрану мито
хондрий скелетных мышц, а с другой ■— интактные митохондрии, выделен
ные из этой ткани, содержат довольно значительные количества креатина. 
В связи с этим можно было предполагать, что в условиях in vitro добав
ленный креатин может участвовать в системе переноса энергии. При этом 
можно было ожидать, что защелачивание среды инкубации приведет к уси
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лению влияния креатина на параметры окислительного фосфорплпро- 
вания.

Мы исследовали влияние креатина на окислительное фосфорилирова
ние при двух значениях pH 7,2 и 7,8. Как видно из табл. 1, в щелочной 
среде добавление креатина сильнее снижает коэффициент АДФ/О, чем прп 
pH 7,2. При значениях pH, больших 7,8, коэффициент АДФ/О в отсутствие
креатина падает столь значитель
но, что исследование влияния креа
тина становится невозможным.

Полученные результаты хоро
шо соответствуют данным о сво
бодной проницаемости митохонд
риальной мембраны для креатина 
при щелочных значениях pH и 
предположению о локализации 
креатинкиназы в матриксе мито
хондрий. Однако, поскольку опти
мум прямой креатинкиназной ре
акции лежит при pH -~9 (8), не исключено, что усиление влияния креати
на на окислительное фосфорилирование связано с активацией креатинкп- 

Влияние креатина на коэффициент АДФ,0
Таблица 1

митохондрий скелетных мышц

pH среды 
инкубации

АДФ/О
Изменение
АДФ’О, %контроль + креатин 

(16 мМ)

7,2 1,6 1,1 31
7,8 1,1 0,4 64

назы.
Ясно, что механизм проницаемости мембраны митохондрий скелетных 

мышц для креатина и участие креатинкиназной системы в переносе энер
гии между митохондриями и гиалоплазмой требуют более детального изу
чения.
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