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После публикаций Флейшеров и Стеккениуса (*, 2), показавших со­
хранность мембран митохондрий после удаления из них более 95% липи­
дов, во многих работах стали высказываться решительные требования пол­
ного пересмотра модели Даниэлли — Робертсона в приложении к клеточ­
ным мембранам. Появились публикации субъединично-глобулярных моде­
лей мембран. Нами неоднократно указывалось С-7), что такого рода рабо­
ты содержат весьма слабые аргументы в пользу дискретного принципа 
структурной организации мембран. В ряду публикаций (4~8) обращалось 
внимание на то, что после обработки ацетонами трехслойная структура 
мембран может сохраняться благодаря неполному удалению липидов. Кро­
ме того, сохранность мембран обеспечивается в этом случае и благодаря 
нелипидпым компонентам, расположенным как в самих мембранах, так 
и в прилежащих областях цитоплазмы и матрикса. Специальные исследо­
вания внутренних мембран митохондрий (9) и мембран низших растений 
(10) при обработке проназой выяснили, что около 65—80% белковых ком­
понентов этих мембран легко гидролизуются ферментом и это сопровож­
дается уменьшением поперечного сечения мембран.

* Выполнен Б. И. Медведевым.

Можно предполагать, что в основе определенных клеточных и модель­
ных мембран могут лежать сходные принципы молекулярной организации. 
Если это так, то реакции тех и других на одни и те же воздействия должны 
быть в известной мере адекватными. Цель настоящей работы — описание 
результатов экспериментов, в которых изучалась ультраструктура модель­
ных мембран, подвергавшихся обработке ацетонами ио Флейшер (*, 2) 
с целью удаления фосфолипидов, а в отдельных опытах — подвергавшихся 
действию проназы с целью гидролиза их белкового компонента.

Фракции общих фосфолипидов из миелина мозга быка и митохондрий 
печени крыс (и) обрабатывали ацетонами (2) в атмосфере аргона. Экстра­
гированные ацетонами фосфолипиды использовались для получения ли­
пидных, а затем и для формирования цитохром-С-фосфолипидных муль- 
тиламеллярных («больших») и одно- и двухслойных («малых») мицелл 
«водного» и «изооктанового» комплексов (12).

Фиксированные 2% глютаральдегидом (24 час.) мицеллы комплексов 
обрабатывали смесыо хлороформ : метанол : НС1 = 200 : 100 : 1 (13), обез­
воживали в 96%, 100% ацетонах и заливали в смолу Эпон-812. Нефиксиро­
ванные мицеллы комплексов обрабатывали ацетонами по Флейшер (2) и 
раздельно фиксировали в 1% OsO4, в 2% глютаральдегиде или в 2% па­
раформальдегиде, обезвоживали в ацетонах и заливали в Эпон-812. Коли­
чественный контроль липидов выполнялся по методу Чен (14), а качествен­
ный контроль фосфолипидов в экспериментах с предварительной фиксаци­
ей альдегидами — методом тонкослойной хроматографии по Гиг (,5) 
В отдельных опытах к ультразвуковым «малым» мицеллам обоих комплек­
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сов добавляли буферные растворы проназы (фирмы «Nagase», активность 
150 тыс. ед.) с концентрацией в 50; 100; 250 цг на 1 мг белка суспензии и 
инкубировали с ферментом и без него (контроль) при 37° в течение 1— 
20 час. в атмосфере аргона с добавлением толуола. После инкубации сус­
пензии мицелл охлаждали, промывали, центрифугировали и фиксировали 
раздельно осмием и альдегидами. Количественный анализ белка в контроле 
и в опытах определяли по методу Лоури (16).

Экстрагирование фосфолипидов. По данным хроматографи­
ческого анализа, фосфолипидный состав в исходных мицеллах (рпс. 1а) * 
почти идентичен составу мицелл «водного» (рпс. 16) и «изооктанового» 
(рис. 1з) комплексов. Если предварительно фиксированные глютаральде­
гидом мицеллы обработать хлороформ-метанолом (13), то из мембран комп­
лексов (рис. 1в, д) не экстрагируется почти весь фосфатидплэтаноламин 
(ФЭА), составляющий около 20% от всех фосфолипидов миелинового и 
около 40% от всех липидов митохондриального происхождения. Если же 
такие фиксированные альдегидами мицеллы обработать смесью хлоро­
форм — метанол — НС1 (13), то из мембран экстрагируется до 70—80% 
ФЭА и при этом сохраняется частично их ламеллярная структура 
(рис. 2а). На поперечных срезах таких модельных мембран можно видеть, 
что они представляют собой как бы белковые «скелеты» моделей. Сохране­
ние видимой ламеллярности в таких моделях не только в целых мицеллах, 
но и во фрагментах мембран объясняется, по-впдимому, полимеризацией 
молекул альдегидов как на их поверхности, так и в поперечном направле­
нии их структуры. Так, например, если модели зафиксировать параформ­
альдегидом или в течение короткого времени глютаральдегидом, то при 
последующей аналогичной обработке структуры мембран, как правило, не 
сохраняются: происходит как бы спадение (слипание) белковых слоев и 
исчезновение их гидрофобной области. Обработка же нефиксированных 
мицелл обоих комплексов в тех же условиях экстрагирует более 95% всех 
липидов и полностью разрушает их структуру. Если предварительно не 
фиксированные мицеллы комплексов обработать водными растворами аце­
тона по Флейшер (2), то экстрагируется до 88% фосфолипидов из мембран 
«водного» и 70—75% из мембран «изооктанового» комплекса. Последую­
щая фиксация таких мицелл глютаральдегидом сохраняет их ламелляр­
ную организацию (рис. 26), а фиксация осмием сохраняет структуру мем­
бран только в мицеллах «пзооктанового» (рис. 2в) и полностью разрушает 
их в мицеллах «водного» комплекса. Факторы, сохраняющие трехслойную 
структуру модельных мембран, предварительно фиксированных глютараль­
дегидом и затем подвергнутых делппидпзацип, описаны выше. При этом в 
стабилизации структуры принимают участие неэкстрагируемые фосфоли­
пиды — чем выше процент экстрагируемых липидов, тем хуже сохранность 
мембранных «скелетов». Из специальных опытов стало ясно, что стабили­
зация структуры мембран при альдегидных фиксациях зависит от скоро­
сти полимеризации альдегида. Предварительное удаление 70—80% фосфо­
липидов ускоряет полимеризацию молекул альдегида, стабилизирующих 
их структуру. «Сшивка» структуры модельных и клеточных мембран моле­
кулами альдегида может быть ускорена фиксацией при 70—80°. В этих 
условиях удается «зафиксировать» обратимое увеличение поперечного 
сечения гидрофобной (светлой) и гидрофильной (темной) областей в мо­
дельных (рис. 2г) и в клеточных мембранах (7).

♦ Рис. 1 и 2 см. на вклейке к стр. 759.

Обработка ацетоном нефиксированных модельных мембран, так же 
как и мембран митохондрий (8), сохраняет их трехслойную организацию 
благодаря частичной «фиксации» белковых молекул ацетоном и их поли­
меризации при последующей фиксации альдегидами.

Разрушение мембран в делипидизированных ацетоном мицеллах «вод­
ного» комплекса при последующей фиксации осмием объясняется тем, что
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монослой молекул цитохрома С слабо защищен взаимодействием с липида­
ми: молекулы белка окисляются осмием, денатурируют и это сопровожда­
ется разрушением их слоев. Если в ацетоне нет NH4OH или НС1, то мем­
браны «водного» комплекса могут сохраняться при удалении из них 80% 
липидов и последующей осмиевой фиксации. Это связано, по-видимому, 
с тем, что NH4OH и НС1 как бы «расшатывают» ассоциацию белковых мо­
лекул друг с другом и провоцируют разрушение пх слоев при последую­
щей осмиевой фиксации.

Из мембран «изооктанового» комплекса при ацетоновой обработке экст­
рагируется только 75% фосфолипидов в присутствии NHiOH и около 90% 
нри добавлении в ацетон 30 ммол. НС1. Последующие фиксации таких ми­
целл альдегидом и осмием хорошо сохраняют их ламеллярность. Все это 
может свидетельствовать о том, что ассоциация цитохрома G с фосфолипи­
дами осуществляется при аполярном взаимодействии, препятствующем 
экстрагированию значительной части фосфолипидных молекул. Молекулы 
белка, очевидно, частично утоплены в полярные области билипидного слоя 
и как бы «импрегнированы» ими. Такая локализация молекул белка мо­
жет препятствовать их окислению осмием. Стабилизация же структуры 

'этих мембран после удаления 75% липидов может осуществляться за счет 
полимеризации неэкстрагированных фосфолипидов осмием (17).

Обработка модельных мембран проназой*.  При обработ­
ке мицелл обоих комплексов проназой (250 цг на 1 мг белка суспензии) от­
мечен максимальный эффект гидролиза белка: в мембранах «водного» 
комплекса гидролизуется более 60%, а в мембранах «изооктанового» менее 
30% цитохрома С. Отмечено, что процент гидролизуемого белка находится 
в прямой зависимости от многослойности мицелл, что можно объяснить 
плохой проницаемостью фермента в поперечном направлении липидных 
слоев. В мицеллах «водного» комплекса после пх обработки проназой и по­
следующей фиксации глютаральдегидом одиночно лежащих мембран, как 
правило, выявлять не удавалось, в то время как в мицеллах «изооктаново­
го» комплекса в тех же условиях одиночные и двойные мембраны состав­
ляли значительную часть материала (рис. 25). В мицеллах обоих комплек­
сов после действия проназы и последующей фиксации осмием часто можно 
наблюдать многослойные ламеллярные структуры с параметрами чистых 
липидных бислоев. Анализ материала в контроле п в опыте позволяет 
прийти к заключению, что почти весь цитохром С. локализованный па по­
верхности одиночных мембран «водного» комплекса, гидролизуется фер­
ментом. В этих мембранах могут быть защищены лишь отдельные пептид­
ные участки белковых молекул, локализованные в области глицериновых 
групп липидов, а также молекулы белка, расположенные между мембрана­
ми в замкнутых многослойных мицеллах. В мембранах «изооктанового» 
комплекса значительная часть белковых молекул защищена от гидролиза 
сильным аполярным и полярным взаимодействием с фосфолипидами.

* Установлено, что в наших экспериментах инкубация фосфолипидных мицелл 
с проназой не давала комплексирования фермента с фосфолипидами миелинового и 
митохондриального происхождения.

На основании пзложенного можно сделать следующие выводы:
1. В мембранах «водного» комплекса частично развернутые молекулы 

цитохрома С локализованы в виде монослоя (в некоторых случаях может 
быть и два слоя) в пнтерфазных областях бимолекулярного фосфолипид­
ного слоя.. Такая ассоциация молекул цитохрома С с бислоем липидов спо­
собствует сохранению белковых «скелетов» мембран при их делипидиза- 
ции, но не препятствует гидролизу проназой. Молекулярная организация 
мембран «водного» комплекса должна быть скорее аналогична организации 
реагрегированных клеточных мембран.

2. В мембранах «изооктанового» комплекса молекулы белка не образу­
ют друг с другом непосредственных контактов. Структура этих мембран
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представляет собой как бы полимеризованные (по бимолекулярному фос­
фолипидному слою) липопротеиновые комплексы, белковые молекулы ко­
торых «погружены» в глицериновые, а может быть и частично в жирнокис­
лотные области фосфолипидов. Молекулярная организация этих мембран, 
по-видимому, наиболее близка к организации мембран фоторецепторов (6).

Авторы выражают благодарность Н. И. Шутиловой и Л. А. Хабпбуллп- 
пой за помощь в проведении экспериментов.
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