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Для реконструкции мембранных ферментных систем применяются три 
методических приема. Первый не предусматривает введения в реконструи­
рующуюся систему какой-либо матрицы. Реконструкция происходит путем 
самосборки солюбилизированных мембранных белков и липидов (*, 2). 
Второй — это встраивание мембранных белков в липосомы и бислойные 
мембраны (3). При этом используются как собственные липиды мембран, 
так и липиды, выделенные из других мембран, и даже синтетические. 
Изготовленные из них липосомы и бислойные мембраны служат как бы 
неспецифичной матрицей, в которую должны встраиваться белки. Третий 
методический прием сводится к встраиванию солюбилизированных липо­
протеидных комплексов и белков в мембраны, из которых они изолиро­
ваны (4). Исходные мембраны применяются в этом случае в качестве 
строго специфичной матрицы.

В настоящей работе был проведен сравнительный анализ эффективности 
этих методических приемов для реконструкции редокс-цепей мембран эн­
доплазматического ретикулума печени. Реконструкция производилась из 
мембранных белков и липидов, солюбилизированных холатом натрия. «Те­
ни» микросомных пузырьков, полученные в результате обработки фракции 
низкими концентрациями детергента, и липосомы, приготовленные из 
яичного лецитина, использовались в качестве специфичных и неспеци­
фичных матриц. Работа выполнена на крысах-самцах весом 200—250 г. 
Микросомную фракцию получали, как описано ранее (5), используя в ка­
честве среды выделения 1,15% КС1, содержащий 0,2 мЛ7 этилендиамино­
тетраацетат (ЭДТА), 1мЛ7 дитиотриэтол. Осадок микросом суспендирова­
ли в 100 мАГ трис-НС1-буфере, pH 7,4, содержавшем 0,2 мМ ЭДТА и 
1 мЛ/ дитиотриэтол (раствор ТЭД). В микросомах и реконструированных 
фракциях определяли содержание белка (6), фосфолипида (’), РНК (8), 
содержание цитохромов Ь5 и Р450 (9), активность НАДФ-Н- и НАД-Н- 
специфичных редуктаз (*°, “), НАДФ-Н- и НАД-Н-спецпфпчных тг-гидро- 
ксилаз анилина и N-диметилаз диметиланилпна (ДМА) (12,13). Не­
озвученные липосомы из яичного лецитина получали по методу Бенг- 
хема (14).

Концентрация холата Na 0,15%, разрывающая мембрану микросомных 
пузырьков, но не солюбилизирующая переносчики, была установлена при 
обработке микросом (фракция 1) разными концентрациями детергента. 
Изолированные после такой обработки центрифугированием и суспенди­
рованные в бездетергентной среде разорванные мембраны замыкаются 
и образуют везикулы, условно названные фракцией «теней» микросомных 
пузырьков. Надосадочная жидкость, полученная из фракции «теней» 
после обработки ее 4% холатом натрия и центрифугирования в течение 
90 мин. при 150 000 g, содержит в растворенном виде мембранные белки 
и липопротеидные комплексы и условно обозначена как «солюбилизат». 
Для удаления из этой фракции 4% холата Na, который в такой высокой 
концентрации растворяет мембраны микросом, «солюбилизат» диализо­
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вали в течение 22 час. при 4° против раствора, содержащего 20 мМ трис- 
НС1-буфер, pH 7,4, 0,2 мЛ/ ЭДТА, 1 мМ дитиотриэтол и 0,1 % холат Na. 
Введение в диализационную жидкость 0,1% холата Na необходимо для 
предотвращения самосборки. Диализованный «солюбилизат» (фракция 2) 
использовали в качестве исходного материала для реконструкции редокс- 
цепей микросом, которую проводили следующим образом. Против раство­
ра, содержащего 20 мТИ ЭДТА, 0,2 мЛ/ дитиотриэтол, в течение 22 час. 
при 4° диализовали четыре системы: а) 6 мл «теней» микросом (15 мг 
белка в 1 мл) и 55 мл «солюбилизата» (2,5 мг белка в 1 мл) — матричное 
встраивание; б) контрольную смесь, содержащую 6 мл «теней» и 55 мл 
раствора ТЭД (100 мЛ/ трис-НС1-буфер, pH 7,4, 0,2 мЛ/ ЭДТА и 1 мЛ£ 
дитиотриэтол); в) 55 мл «солюбилизата» и 6 мл раствора ТЭД —само­
сборка; г) 55 мл «солюбилизата» и 6 мл липосом (3 мг лецитина в 1 мл) — 
встраивание в липосомы. После диализа материал осаждали при 150 000 g 
в течение 90 мин. Полученные осадки: «тени»+«солюбилизат» (фрак­
ция 3), «тени» (фракция 4), осадок «солюбилизата» (фракция 5) и липо- 
сомы-г «солюбилизат» (фракция 6) суспендировали в растворе ТЭД и 
использовали для анализа.

На приведенных микрофотографиях отчетливо видно, что фракция 
микросом содержит замкнутые пузырьки различного размера с отчетливо 
выраженной мембраной и большое количество рибосом (рис. 1а). Фрак­
ция «теней» состоит из лишенных рибосом замкнутых микросомных 
пузырьков с плохо контрастируемой мембраной (рис. 16). Возникающие 
при самосборке из компонентов «солюбилизата» мембранные элементы 
формируют губчатые образования, в которых отдельные пузырьки сли­
ваются вместе (рис. 1г). Подобные структуры не образуются, если рекон­
струкцию проводить из «солюбилизата» в присутствии «теней» микросом 
и липосом — специфичных или неспецифичных матриц. В результате 
встраивания компонентов «солюбилизата» в матрицы формируются 
пузырьки микросомной фракции с хорошо контрастируемой бислойной 
мембраной (рис. 1д, е). Во фракции липосомы+«солюбилизат» (рис. 1е) 
исчезают большие многослойные вакуоли, характерные для фракции липо­
сом (рис. 1в). Пузырьки, образующиеся во фракциях «тени» + «солюбили- 
зат» (рис. 16) п липосомы+« солюбилизат» (рис. 1е), наиболее похожи на 
исходные вакуоли микросомной фракции (рис. 1а).

В результате самосборки и встраивания в липосомы во фракцию, 
осаждающуюся при 150 000 g, уходит около 35% всего исходного белка 
(расчет как во фракции 5, так и во фракции 6 производится от общего 
белка фракции 2), а при матричной реконструкции 50% (расчет во фрак­
ции 3 сделан от суммы содержания белка во фракциях 4 и 2). Рекон­
струированные мембраны содержат больше цитохрома Ь5, чем исходные 
микросомы. Наибольшее содержание цитохрома Ь5 в мембранах, получен­
ных в результате встраивания переносчика в «тени» микросомных пу­
зырьков (фракция 3) — 0,81 нмоль • мг-1. В липосомы этот переносчик 
встраивается менее эффективно (фракция 6)—0,64 нмоль-мг-1. Удель­
ное содержание его в липосомах несколько ниже, чем во фракции мем­
бран, полученных путем самосборки (фракция 5)—0,71 нмоль-мг~‘. 
Цитохром Р450, в отличие от цитохрома Ь3, не встраивается в «тени» 
микросомных мембран. Удельное содержание его во фракции 3 
(0,74 нмоль-мг-1) ниже, чем во фракции 4 «теней» (0,86 нмоль-мг-1). В то 
же время имеет место четко выраженная рактивация его при самосборке 
(фракция 5). Отношение неактивной формы цитохрома Р420 к актив­
ной Р450, равное 2,3 в «солюбилизате» (фракция 2), снижается во фрак­
ции 5 (осадок «солюбилизата») и во фракции 6 (липосомы+«солюбили- 
зат») до 1.

НАД-Н- и НАДФ-Н-специфичные редуктазы обнаруживаются во 
фракциях 3, 5, 6 с удельной активностью гораздо большей, чем во фрак­
циях 1 и 4. Однако расчет общей активности редуктаз, по которой судили
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Рис. 1. Электронные микрофотографии микросомных пузырьков и 
реконструированных мембран, а — микросомная фракция, 70 000Х; 
б — фракция «теней» микросомных пузырьков, 70 000Х; «—фрак­
ция липосом, 22 000 X; г — фракция осадок «солюбилизата» (само­
сборка), 70 000Х; д — фракция «тени»+«солюбилизат» (встраивание 
в специфичную матрицу), 70000Х; е — фракция липосомы+«солю- 

билизат» (встраивание в неспецифичную матрицу), 70 000Х
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Таблица 1
Активность редуктаз и гидроксилаз во фракциях, полученных при реконструкции 

мембран (а—нмоль-мг-1-мин-1, б — валовый выход, нмоль-мин-1)

Показатели

Фракция

1 2 3 4 5 6

НАДФ-Н-зависимое n-гид- а 0,64 0,40 0,70 0,070 0,065
роксилирование анилина б 33 34 2.9 2.6

НАДФ-Н-зависимое N-деме- а И 6,1 9.6 2.1 1,7
тилирование ДМА б 510 490 90 67

НАД-Н-зависимое п-гпдро- а 0,060 0,076 0,10 0,030 0,029
ксилирование ДМА б 6,3 4,8 1,2 1,1

НАД-Н-зависимое N-деме- а 0,88 0,81 0,92 0.61 0,49
тилирование ДМА б 70 47 26 20

о связывании флавопротеидов с реконструированными мембранами, пока­
зал, что лишь в случае НАД-Н-специфичного флавопротеида имеет место 
добавочное встраивание. Общий выход активности этого фермента во 
фракции «тени»+«солюбилизат» (фракция 3) гораздо выше, чем величи­
ны, получаемые в результате суммирования общих выходов активности 
данного фермента во фракциях 4 («тени») и 5 (осадок «солюбилизата»). 
При самосборке реконструировалось от 10 до 20% исходной активности 
НАДФ-Н-зависимого тг-гидроксилирования анилина и N-деметилирования 
ДМА (табл. 1). В случае НАД-Н-зависимого n-гидроксилирования ани­
лина при самосборке реконструировалось около 25%, а N-деметилирую- 
щей активности — гораздо больше, до 55% от исходного уровня. Встраива­
ние переносчиков в мембраны «теней» микросомных пузырьков не сопро­
вождалось реконструкцией гидроксилазных систем. Это можно объяснить 
тем, что конечный компонент всех систем гидроксилирования, цитохром 
Р450, не встраивается в «тени» мембран эндоплазматического ретикулума.

Таким образом, мембранные белки-ферменты обладают различным 
сродством к тем биологическим мембранам, из которых они получены. 
Одни из них, как, например, НАД-Н-специфичный флавопротеид и цито­
хром Ь5, встраиваются в «тени» микросомных мембран, другие — НАДФ- 
Н-специфичный флавопротеид и цитохром Р450 — в эти мембраны не 
встраиваются. И те, и другие ферменты связываются с липосомами и вхо­
дят в состав комплексов, формирующихся в результате самосборки.
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