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Тормозящее влияние ацетилхолина (АХ) на Na+, К+-зависимую 
АТФазу (Na+, К+-АТФазу) было продемонстрировано в 1963 г. на мем­
бранных препаратах, выделенных из сердца морских свинок (*). Этот 
эффект был воспроизведен, и кроме того было показано ингибирующее 
действие АХ на Na+, К+-АТФазу сарколеммы скелетных мышц (2_5). Од­
нако в литературе отмечалось и отсутствие воздействия АХ на Na+, К+- 
АТФазу (6_s). Разноречивые данные могли зависеть как от различных 
условий постановки опытов, так и от различной чувствительности к АХ 
Na+, К+-АТФазы из разных объектов (4_э). В связи со сказанным было 
предпринято сравнительное исследование действия АХ на Na+, К+-АТФа- 
зу сердечной и скелетных мышц из разных объектов.

Объектом исследования была Na+, К+-АТФаза мембранных препаратов, 
выделенных из бедренных (смешанных) мышц лягушки, из мышцы сердца 
кролика, а также из бедренных (белые) и смешанных (белые + красные) 
мышц голени кролика. Мембранные препараты из сердечной мышцы кро­
лика получали двумя различными способами.

Способ I, разработанный на основе опубликованного ранее материа­
ла (3, 4), заключался в следующем. Ткань желудочков сердца тщательно 
отмывали от крови и гомогенизировали в 8-кратном объеме охлажденного 
раствора: гистидин (5 мЛ7) и ЭДТА (1 мЛ7) (pH доводили трпс-буфером 
до 7,4). Гомогенизацию проводили при 8000 об/мин в течение 3 мин. в 
гомогенизаторе типа Уорринга. Гомогенат фильтровали через 2 слоя мар­
ли и центрифугировали при 2800 g 10 мин. Полученный садок суспенди­
ровали в той же среде и центрифугировали в тех же условиях. Осадок от 
второго центрифугирования суспендировали в 5-кратном объеме (по отно­
шению к весу мышцы) исходной среды, медленно приливали равный объ­
ем 1 М раствора бромистого лития и экстрагировали 20—22 часа на холо­
ду. Затем экстракт центрифугировали при 2800 g 20 мин. и осадок суспен­
дировали в 5-кратном объеме (по отношению к весу мышц) 0,6 М раствора 
КС1, приготовленного на 10 мМ трис-НС1-буфере (pH 8,0). Через 30 мин. 
экстракт центрифугировали при 2800 g 20 мин. Полученный осадок подвер­
гали той же процедуре, а затем отмывали в исходной среде. Конечный оса­
док суспендировали в 5—6 мл среды хранения следующего состава: альбу­
мин (0,2%), сахароза (250 мМ), гистидин (10 мМ); pH 7, 4. Выход белка 
составлял 2—4 мг/г ткани.

Способ II, описанный рапее (10), заключался в следующем. После 
тщательной перфузии сердца ткань желудочков гомогенизировали в тече­
ние 1 мин. в гомогенизаторе Поттера (1400 об/мин) в растворе: трис-НС1 
(1 мМ) и Ха2-ЭДТА (1 мЛаГ) при pH 6,8. Профильтрованный через 2 слоя 
марли гомогенат центрифугировали при 1000 g 20 мин. и осадок промывали 
дважды в тех же условиях. После этого осадок суспендировали в растворе 
трис-НС1 (20 мЛ7) при pH 8,2 и медленно добавляли 2М раствор бромистого 
лития до конечной концентрации 1 М. Разведение осадка при экстракции 
бромистым литием составляло 5 мл на 1 г ткани. Экстракция длилась
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20 час. на холоду. Суспензию центрифугировали при 600 g 20 мин., осадок 
отбрасывали, а супернатант центрифугировали при 20 000 g 20 мин. Полу­
ченный осадок промывали дважды, первый раз в исходной среде, второй ран 
в растворе трис-НС1 (1 мМ); pH 7,4. Конечный осадок суспендировали в 

2 мл той же среды хранения 
(способ I). Выход белка состав­
лял около 2 мг/г ткани.

Из скелетных мышц кролика 
и лягушки мембранные препара­
ты получали по методу, изложен­
ному в работе (“). Выход белка 
составлял 0,2—0,5 мг на 1 г ткани. 
Этот метод, разработанный приме­
нительно к скелетным мышцам 
кролика, близок к методам, при­
мененным для выделения сарко­
леммы из других объектов 
(12, 13).

Среда инкубации для измере­
ния АТФазной активности содер­
жала: MgCl2 3 цмоля, АТФ 3
цмоля, NaCl + KG1 140 цмол., ими­
дазол 15 цмол., ЭГТА 0,4 цмоля

Рис.
Na+, 
тов сердечной мышцы кролика в зависи­
мости от концентрации АХ. Белок 50 ц г
(в 1 мл); pH 7,4, температура 37°, время инкубации 10 мин. Na+, К+- 
АТФазу определяли по разнице в нарастании неорганического фосфата 
в этой среде и в присутствии 1 цмоля оуабаина. Определение неоргани­
ческого фосфата в пробах после инкубации проводили методом Уайль- 
Малерба и Грина (14). Чувствительность этого метода значительно выше 
чувствительности метода Фиске и Суббарроу, а АХ в концентрации до 
10 мМ не влияет на угол наклона калибровочной кривой.

Результаты и обсуждение
Препараты Na+, К+-АТФазы из скелетных мышц имели максималь­

ную активность при 80 мЛ7 NaCl и 60 мЛ7 КС1, что сооответствует лите­
ратурным данным (i2, 13,), Na+, К+-АТФаза из сердца кролика была 
наиболее активна (при обоих способах выделения) при 110—120 тлМ 
NaCl и 30—20 мЛ7 КС1, как это отмечалось ранее (3, 10,). Оптимум pH, 
оределяемый при оптимальном соотношении Na+/K+, составлял 7,4. 
Отношение общей АТФазы к оуабаин-нечувствительной АТФазе было 
равно 1,5—2,5 (для некоторых препаратов из сердца 3,0). Величины 
активности Na+, К+-АТФазы разных препаратов представлены в табл. 1.

Опыты по исследованию действия АХ на АТФазу сарколеммы про­
водили в первые 4 дня после выделения препаратов (при этом актив­
ность АТФазы существенно не изменялась) в условиях, соответствую­
щих максимальной активности Na+, К+-АТФазы. АХ не оказывал

Влияние ацетилхолина на Na+, К+-АТФазу из различных мышц

Таблица 1

Объекты Мышц ы
Na+, К+-АТФа- 

за ц моль Рн на
1 мг белка в час

Na+, К+-АТФаза, 
чувствительная 
к АХ (% от об­

щей)
ДЛЯ

АХ, цМ

Кролик Белые + красные 25,0+5,1 80±6 100+20
Белые 18,5+4,9 61+8 290+50
Сердце 50+5

по способу 1 11,1+1,8 87±5
по способу II 6,8+1,5 20+5 —

Лягушка Белые + красные 3,1+1,1 60+20 65+10

990



влияния на активность Mg-АТФазы. Ингибирующее действие АХ на 
Na+, К+-АТФазу было получено на всех исследуемых препаратах, при 
этом для скелетных мышц кролика была обнаружена зависимость глу­
бины торможения Na+, К+-АТФазы от величины исходной активности фер­
мента (4, *5). Величины Ki для АХ не зависели от исходной величины фер­
ментативной активности.

Из табл. 1 видно, что удельная активность, а также величина ингибиро­
вания Na+, К+-АТФазы сердца ацетилхолином зависят от способа вы­
деления фермента. Можно думать, что это связано с наличием в препа­
ратах двух фракций Na+, К+-АТФазы — чувствительной и нечувстви­
тельной к АХ. Инактивация или потеря в процессе выделения фракции, 
Na+, К+-АТФаза которой чувствительна к АХ, может привести к сни­
жению удельной активности и уменьшению (или даже исчезновению)

Рис. 2. Степень тормо­
жения Na+, К+-АТФазы 
мембранных препаратов 
из разных мышц в зави­
симости от концентра­
ции АХ. Каждая точка- 
среднее для трех препа­
ратов. 1 — сердечная 
мышца кролика, 2 — бед­
ренные мышцы лягуш­
ки, 3 ■— бедренные мыш­

цы кролика

ацетилхолинового торможения Na+, К+-АТФазы. Известно, что Na+, 
К+-АТФаза локализована в плазматических мембранах, Т-системе и 
саркоплазматическом ретикулуме сердца (16), поэтому нельзя исклю­
чить, что препараты мембран сердца, выделяемые методами I и II, 
морфологически различны.

Неоднородность мембран по отношению к АХ показал 3. П. Коме- 
тиани, установивший, что фракция синаптосом головного мозга крыс 
содержит два типа мембран — одни мембраны обладают чувствительной, 
другие — нечувствительной к АХ Na+, К+-АТФазой (9). Возможно, не­
полное торможение ацетилхолином Na+, К+-АТФазы скелетных мышц 
и мышц сердца также объясняется неоднородностью фракции сарколем­
мы. Исходя из этого, мы определяли К, для Ха+, К+-АТФазы по кон­
центрации АХ, вызывающей 50% торможение только Na+, К+-АТФазы, 
чувствительной к АХ (рис. 1). Это позволяет сравнить чувствительность 
к АХ Na+, К+-АТФазы, выделенной из разных мышц, несмотря на то, 
что на разных препаратах АХ вызывал различное по глубине торможе­
ние Na+, К+-АТФазы.

В табл. 1, в которой приведены средние значения, полученные при 
анализе 4—5 различных препаратов сарколеммы (для каждого типа 
мышц), представлены Кг для Na+, К+-АТФазы. Видно, что чувствитель­
ность к АХ Na+, К+-АТФазы быстрых (белых) мышц кролика меньше, 
чем у медленных (смешанных); Na+, К+-АТФаза смешанных мышц 
кролика менее чувствительна к АХ, чем АТФаза смешанных мышц ля­
гушки, а наибольшее сродство к АХ проявляет Na+, К+-АТФаза сердеч­
ной мышцы кролика (при выделении препарата по I способу). Эту за­
висимость иллюстрирует также рис. 2.

Необходимо отметить одну из особенностей действия АХ на Na+, К+- 
АТФазу смешанных мышц. На некоторых препаратах из мышц конечно­
стей лягушки мы наблюдали двухфазное действие АХ: при низких кон­
центрациях АХ (5—25 р М~) происходило снижение активности Na+, 
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К+-АТФазы, дальнейшее увеличение концентрации АХ (до 50—100 
цТИ) не вызывало углубления торможения, а большие концентрации 
(200—1000 цМ) приводили к более глубокому торможению Na+, К+- 
АТФазы. По-видимому, этот факт свидетельствует о гетерогенности 
препаратов сарколеммы и может указать на присутствие в препарате 
фракции с большей чувствительностью к АХ, чем чувствительность 
суммарной фракции, определяемая для этих препаратов по формально­
му признаку — концентрации АХ, вызывающей 50% торможение чувст­
вительной к АХ Na+, К+-АТФазы.

Для выявления действия АХ на Na+, К+-АТФазу важными оказались 
не только особенности исследуемого объекта или способ выделения 
препаратов сарколеммы. Как видно на рис. 1, концентрации АХ, 
превышающие 1 мМ, могут оказать меньшее ингибирующее действие, 
чем более низкие концентрации. Такой «подъем» кривой в некоторых 
опытах был очень заметным. В ряде случаев при измерении влияния АХ 
на Na+, К+-АТФазу инкубацию проводили при повышенных концентра­
циях MgCl2 (по сравнению с АТФ); в этих условиях АХ оказывал гораз­
до меньший эффект.

Известно, что внутри мышечного волокна содержится АХ и ферменты, 
обусловливающие его превращения (17). Однако функция ацетилхолино­
вой системы в мышце остается неясной. Мы обнаружили, что АХ в низких 
концентрациях ингибирует Na+,К+-АТФазу. Это торможение высоко спе­
цифично, поскольку холин в 100 раз больших концентрациях не оказыва­
ет влияния на АТФазную активность сарколеммы (5). Обнаружено также, 
что эффект АХ зависит от типа мышц. Все это позволяет нам высказать 
предположение о том, что исследуемое в настоящей работе действие АХ 
на Na+, К+-АТФазу характеризует один из механизмов реагуляции мы­
шечного сокращения.
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