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Одним из эффективных механизмов регуляции биохимико-физиологи­
ческой активности клеток могут быть обратимые структурные переходы 
в мембранных системах клеток, осуществляющиеся по кооперативному за­
кону (1_3). С помощью ряда конформационно-чувствительных тестов 
(флуоресценция триптофанилов и меток, дисперсия оптического враще­
ния, круговой дихроизм, электронная микроскопия, спиновый зонд, и.-к. 
спектроскопия, я.м.р., устойчивость к протеолитическим ферментам и так 
далее) подобные переходы зарегистрированы у мембран различного про­
исхождения при воздействии физиологически-умеренных температур 
(4, 5), мембранотропных катионов (6, 7), субстратов, активирующих энерго­
обмен (8~10).

В ряде работ описано скачкообразное изменение функциональной ак­
тивности клеток, вызванное структурным переходом (3). Представляется 
также вероятным, что по крайней мере некоторые гормоны реализуют свое 
первичное биологическое действие на уровне мембран, комплементарно 
комплексируясь с ее рецепторами и вызывая локальные конформационные 
изменения в рецепторных белках. Возможно, что после присоединения 
критического числа молекул гормопа локальные конформационные изме­
нения в рецепторах инициируют генерализованную структурную пере­
стройку всей мембраны, определяющую физиологические эффекты. Кос­
венные доказательства в пользу мембрано-конформационного механизма 
действия гормонов систематизированы в работе (3). И лишь совсем недав­
но в работах Зонепберга с помощью кругового дихроизма и люминесцен­
ции были зарегистрированы конформационные перестройки в изолирован­
ных мембранах под действием гормона роста человека (и,12).

В настоящей работе с помощью конформационно-чувствительного лю­
минесцентного метода (измерение положения максимума спектра белко-' 
вой флуоресценции) проведено исследование влияния различных концент­
раций стероидных гормонов (гпдрокортизонсукцинат и гидрокортизонаце­
тат) на структурное состояние изолированных эритроцитарных мембран. 
Эритроцитарные мембраны выделялись из бычьей крови по методу Доджа 
и Митчела. В опытах использовалась суспензия мембран в изотоническом 
солевом растворе. Незначительные по величине сдвиги спектров флуорес­
ценции регистрировались методом разностной спектрофлуорпметрии (13).

На рис. 1 приведены зависимости положения максимума спектров бел­
ковой (триптофапильной) флуоресценции эритроцитарных мембран (Am^) 
от концентрации сукцинат-гидрокортпзона (С) при возбуждении А = 
= 296 мц. Из рисунка видно, что вплоть до концентраций 3-10-‘ М гормон 
не оказывает никакого влияния па спектры флуоресценции нативных мем­
бран при I = 20° (кривая 7). В концентрационном интервале 3—6-10~4 М 
наблюдается длинноволновый сдвиг спектров флуоресценции, прекращаю­
щийся в области более высоких концентраций (6 = 7-10“‘ М). В целом 
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кривая зависимости A.max = /(C) имеет S-образный переходный участок, 
характерный для кооперативных структурных переходов. Поскольку в 
флуоресценцию вносят вклад различные белки мембран, можно думать, 
что структурная перестройка охватывает большинство белков, т. е. носит 
генерализованный характер. Растворение мембран в детергенте додецил­
сульфате натрия, а также денатурация их белков 8 М мочевиной или ки­
пячением (рис. 2) приводит к исчезновению кооперативного характера от- 
ответа: наблюдается лишь плавный длинноволновый сдвиг спектров флуо­
ресценции по мере возрастания концентрации гормона.

Исчезновение S-образных участков на кривых Xmax = /(С) у мембран, 
подвергнутых воздействию 8 М мочевины или кипячению, косвенно сви-

центрации гидрокортизонсукцината (фосфатный буфер pH 7,4), ХВОзб 296 мр, при t = 
— 20° (7), 3—5° (2), при 20°, обработанные ультразвуком (22 кгц, 50 вт/см2, 30 сек) 
(5) и при 20°, но после 5-кратного замораживания и оттаивания, кривая смещена 

на 3 деления (■/)
Рис. 2. Зависимости /.max спектров флуоресценции эритроцитарных мембран от кон­
центрации гидрокортизонсукцината в 0,4% додецилсульфате натрия (7), в 8 М моче­
вине (2) и фосфатном буфере pH 7,4 после 15 мин. кипячения мембран (5); кривые 

2 и 3 смещены вниз па 31 и 17 делений
Рис. 3. Зависимость ЛШах спектров флуоресценции эритроцитарных мембран от кон­

центрации гидрокортизонацетата (фосфатный буфер pH 7,4; 20° С), ХВ03б 296 мр

детельствует против того, что кооперативность перестройки мембран оп­
ределяется липидной фазой, поскольку в таких мембранах, с одной сторо­
ны, представлены все липиды, а с другой — сохраняется чувствительность 
белков к гормону, проявляющаяся в градуальных сдвигах спектров флуо­
ресценции. По-видимому, для обеспечения кооперативного характера реак­
ции мембраны на действие гормона необходима строго специфическая сеть 
межмолекулярных (белок-белковых и белок-липидных) взаимодействий. 
Это отчетливо проявляется при сравнении характера действия гормона на 
мембрану при двух температурах 20 и 3°. На основании данных конфор­
мационно-чувствительных методов (флуоресценция, фотохемилюминес­
ценция, скорость растворения мембран в дезоксихолате натрия) ранее 
нами было показано, что при температурах 15—20° в эритроцитарных мем­
бранах происходит переход из одного структурного состояния в другое, 
сопровождающийся скачкообразными изменениями функциональной ак­
тивности (14, 15)- Поэтому зависимость ЛШах = /(G), снятая при температуре 
3°, должна отражать чувствительность к гормону низкотемпературного 
мембранного конформера (НМК), в то время как при 20° — высокотемпе­
ратурного (ВМК). Из рис. 1А видно, что в противоположность высокотем­
пературному конформеру, для НМК характерны плавные перестройки, 
хотя максимальные значения изменения Хтах в обоих случаях одни и те же.

Существенно также, что низкие концентрации гормона (1— 3-IO*  М), 
неэффективные по отношению к ВМК, оказывают заметное влияние на 
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НМК. Это может означать, что у НМК произошло нарушение коммуника­
ций (слабых пековалентных физико-химических связей) между субъеди­
ницами мембраны (протомерами), в результате чего каждый из них пе­
рестраивается под действием молекулы гормона независимо друг от друга. 
В противоположность этому у высокотемпературного конформера такие 
связи настолько сильны, что они, формируя межпротомерную кооператив­
ную систему, разрешают мембране перестраиваться только тогда, когда на 
рецепторах нескольких соседних протомеров сорбируется соответствую­
щее количество молекул гормона *.  В то же время одинаковые значения 
максимальных изменений 7.max (С = 6-7-10“'’ J7) ВМК и НМК, т. е. тож­
дественность их предельной чувствительности к гормону свидетельствует 
о том, что индуцируемый температурой переход между ними, по-видпмо- 
му, связан в большей степени с переориентацией протомеров, чем с кон­
формационными престройками внутри ппх.

* Альтернативное объяснение — межпротомерные взаимодействия препят­
ствуют присоединению к рецептору одной молекулы гормона, разрешая сорбцию 
только при одновременной атаке нескольких рецепторов эффекторами.

В связи со сказанным выше, позволительно думать, что в мембране реа­
лизуется принцип дальнодействия, когда состояние п устойчивость к внеш­
ним воздействиям белковых п липидных молекул пли их комплексов кон­
тролируется не только близлежащими соседями, по и пространственно от­
даленными компонентами. Иными словами, мембрана приобретает качест­
ва сверхполимера, перестраивающегося как единое целое (‘).

Если это так. то простое расчленение (например, ультразвуком) мем­
браны на фрагменты будет приводить к некоторым изменениям их молеку­
лярной компоновки и свойств, а также к подавлению интегративной коо­
перативности. Кроме того, при ультразвуковой фрагментации, скорее все­
го, будут получаться непдептпчные фрагменты, различающиеся как по 
размерам, так г. по деталям внутреннего устройства (набор белков и липи­
дов и их взаимное расположение). Вполне понятно, что эти фрагменты 
будут реагировать на гормон пезависилю друг от друга. Можно было ожи­
дать поэтому, что ультразвуковая фрагментация мембран приведет к сгла­
живанию S-образпого участка па кривых = /(С).

Действительно, как это видно из рис. 1 (кривая 3), «ультразвуковые» 
фрагменты мембран испытывают плавные изменения по мере увеличения 
концентрации гидрокортпзонсукцината (паличпе фрагментации кон­
тролировалось под фазово-контрастным микроскопом), К сходному, хотя 
п менее выраженному эффекту приводила п процедура многократного за­
мораживания п оттаивания (+20. —196°) после которой, судя по наблю­
дениям под фазово-контрастным микроскопом, также происходила фраг­
ментация теней эритроцитов (однако в меньшей степени, чем у «ультра­
звуковых» препаратов). Это позволяет пренебречь и без того маловероят­
ной ролью в эффекте «сглаживания» химических перестроек в мембранах 
при ультразвуковой обработке.

Действие на мембраны второго родственного гормона — гидрокортпгоп- 
ацетата. исследовавшегося в настоящей работе, принципиально ничем не 
отличалось от действия первого — гидрокортпзонсукцината. В связи с этим 
мы ограничиваемся приведением лишь общей кривой: зависимостью по­
ложения максимума спектра белковой флуоресценции мембран от кон­
центрации гпдрокортпзонацетата (рис. 3). Некоторые различия между 
гормонами в интервалах их концентраций, инициирующих структурную 
перестройку (5 —12-10“5) для гпдрокортпзонацетата и 4—6-10-1 для гпд- 
рокортпзопсукцпната), обусловлены либо влиянием кислотных групп, либо 
различиями в чистоте препаратов. Последнее наиболее вероятно, учиты­
вая близость химической структуры обоих гормонов.

Таким образом, результаты, полученные в настоящей работе, с одной 
стороны, подтверждают существование у мембран общесистемных коопе­
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ративных свойств, а с другой,— свидетельствуют в пользу того, что взаимо­
действие стероидных гормонов с мембраной инициирует структурную пе­
рестройку последних, протекающую в относительно узком критическом 
интервале концентраций эффектора.
Лаборатория биофизики и изотопов
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