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В последние годы появилось значительное число работ, в которых раз­
личными методами (методом электронной микроскопии (2, s), светорассея­
ния, парамагнитных (5) и люминесцентных (4, 6) зондов), в основном на 
примере митохондриальных мембран, продемонстрировано изменение 
структуры, размеров, величины и знака поверхностного потенциала и дру­
гих свойств мембран при добавлении субстратов дыхания или АТФ. Изме­
нения в структуре мембран, вызываемые субстратами дыхания или АТФ, 
в значительной степени по­
давляются введением в си­
стему разобщителей окисли­
тельного фосфорилирования. 
Предполагается, что наблю­
даемые изменения связаны 
с конформационной пере­
стройкой белковых и липид­
ных компонентов мембран 
при их энергизации. Весьма 
возможно, что конформаци­
онные изменения в мембра­
нах в присутствии субстрата 
дыхания или АТФ являются 
не вторичными эффектами 
при сопряжении (например, 
набухание мембран), а непо­
средственно принимают уча­
стие в трансформации энер­
гии (8, 9). Применявшиеся 
до сих пор методы в большей 
или меньшей степени отра­
жают локальные изменения, 
происходящие в отдельных 
участках мембран (например, 
в местах непосредственного 
расположения парамагнитной
или флюоресцентной метки). В работе (*) было показано, что биомембраны 
могут оказывать существенное влияние на скорость ряда неферментатив­
ных реакций. На основании результатов, полученных в работе (*), можно 
предположить, что величина эффекта 
метров процесса) должна зависеть от 
В настоящей работе мы проверили 
специфической реакции между
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Рис. 1. Влияние мембран М. lysodeikticus на ки­
нетику восстановления 2,2,6,6-тетраметил-1-ок- 
сил-4-пиперидилового эфира валериановой кисло­
ты n-фенилендиамином. Концентрация мембран 
10 мг/мл по белку при pH 7,4 в 0,01 М фосфат­
ном или трис-НС1-буфере, содержащем 0,001 М 
MgCl2 при температуре 25°, концентрация п-фе- 
нилендиамина 210~2 мол/л. 1 — без мембран, 
2 — в присутствии мембран, 3 — восстановление 
радикала R' малатом Na в присутствии мембран, 
4 — восстановление R' в присутствии малата Na 
и п-фенилендиамина, 5 — то же, что и 4, 
+ 1-10-5 М карбопилцианид-хлорфенилгидразон

(т. е. изменение кинетических пара- 
структурного состояния мембраны, 
это предположение на примере не- 
ге-фенилендиамином и радикалом

С4Н9-С-О—: мембранами М. lysodeikticus. Изме-
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нение конформационного состояния нативных мембран, в которых дыха­
ние сопряжено с фосфорилированием, осуществлялось добавками субстра­
та дыхания малата Na.

Методика эксперимента изложена в работе (*). Экспериментальные 
данные по влиянию мембран в различных функциональных состояниях на 
кинетику окисления п-фенилендиамина радикалом приведены на рис. 1. 
Как следует из кинетической кривой 7, приведенной на этом рисунке, вос­
становление радикала n-фенилендиамином в водных растворах протекает 
с очень низкой эффективной константой скорости (&Эфф). Малат натрия 
не реагирует с радикалом и практически не влияет на скорость процесса. 
Суспензия мембран ускоряет окислительно-восстановительную реакцию 
почти в 30 раз (Аэфф=0,5 #-1мин-1) (рис. 1, 2). В присутствии малата нат­
рия скорость восстановления радикала в водной суспензии мембран резко 
возрастает (рис. 1, 7).

Ранее нами было установлено, что радикал в суспензии мембран восста­
навливается малатом Na, причем восстановление радикала осуществляет­
ся на цитохром-с-цитохромоксидазном участке электронтранспортной цепи. 
С учетом поправки на гибель радикала за счет взаимодействия с малатом 
мы нашли, что в присутствии субстрата дыхания константа скорости реак­
ции и-фенилепдиамина с радикалом в суспензии мембран возрастает почти 
в 5 раз (&Эфф равна 2,5 Л7“‘-мин_1) по сравнению с величиной А:эфф в «не- 
энергизованных» мембранах. Окисленная форма n-фенилендиамина в кон­
центрации 5 • 10~3 М практически не оказывала влияния на скорость про­
цесса в суспензии мембран в присутствии субстрата дыхания, что позволяет 
исключить возможность катализа реакции ее продуктами. АТФ и сукцинат 
натрия в концентрациях до 10-2 М не оказывали влияния на ускоряющее 
действие мембран. Разобщитель окислительного фосфорилирования карбо- 
нилцианид-хлорфенилгпдразон в значительной степени снимает действие 
малата. В присутствии 1 • 10-5 М карбонилцианид-хлорфенилгидразона эф­
фективная константа скорости реакции окисления п-фенилендиамина 
радикалом в «энергизованных» мембранах снижается до 1 Л/_1-мин~‘, 
приближаясь к величине АЭфф процесса в суспензии мембран без субстра­
та. К полному исчезновению влияния малата на ускоряющую эффектив­
ность мембран приводит предварительное медленное замораживание 
суспензии мембран при —2°. В последнем случае скорость гибели радика­
ла в мембране в присутствии малата и га-фенилендиамина аддитивно скла­
дывается из скоростей восстановления радикала субстратом и га-фенилен- 
диамином в отдельности.

Неаддитивное увеличение скорости реакции окисления п-фениленди- 
амина радикалом в суспензии мембран, обработанной субстратом, можно 
объяснить следующими причинами: 1) изменением структуры мембран в 
присутствии субстрата дыхания, 2) каталитическим влиянием ге-фенилен- 
диамина на восстановление радикала субстратом; 3) изменением pH в 
поверхностном слое мембран при добавлении малата натрия.

Для выяснения влияния n-фенилендиамина на скорость взаимодейст­
вия радикала с субстратом в мембранах была исследована кинетика восста­
новления изоиндолинового радикала (II) малатом натрия в суспензии мем-
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(П)

бран в присутствии и без n-фенилендиамина. Было найдено, что в отсут­
ствие субстрата этот радикал не восстанавливается п-фенилендиамином 
в суспензии мембран. Оказалось, что n-фенилендиамин в концентрации 
10-2 М замедляет приблизительно на 10% скорость восстановления ради­
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кала II субстратом. Таким образом, изменение ускоряющего влияния мем­
бран на реакцию в присутствии субстрата нельзя объяснить каталитиче­
ским действием тг-фенилендпамина на восстановление радикала малатом 
натрия. Трудно также объяснить наблюдаемый эффект лишь одним изме­
нением pH в поверхностном слое мембран. Основываясь на результатах ра­
боты (’) по влиянию pH на скорость реакции в суспензии мембран, допол­
нительное 5-кратное ускорение процесса, вызванное субстратом, может 
быть объяснено лишь при условии, что локальное pH у поверхности мем­
бран, находящихся в 0,01 М фосфатном буфере, уменьшится на 2,5—3 ед.

Можно также предположить, что влияние субстрата связано с измене­
нием строения везикул мембран. Поскольку все опыты проводились в ус­
ловиях низкого давления (р=5-10~3 мм рт. ст.), может создаться впечат­
ление, что окисление субстрата, а следовательно, изменение структуры 
мембран и окислительное фосфорилирование отсутствуют. Было показано, 
что иминоксильные радикалы, в частности, могут принимать электроны от 
цптохромоксидазы, т. е. мембрана «дышит». Структурная перестройка мем­
бран при окислении субстрата кислородом или другим акцептором (напри­
мер, радикалом) должна сказаться на константе распределения реагентов 
между водной и мембранной фазами, что в конечном счете и приводит к из­
менению скорости реакции в суспензии мембрап при добавлении субстра­
та. Необходимо отметить, что влияние субстрата на ускоряющую эффек­
тивность водной суспензии мембран практически полностью снимается 
карбонилцианид-хлорфенилгидразоном или медленным замораживанием 
мембран, которые разобщают окислительное фосфорилирование. Отсюда 
можно заключить, что по-видимому, структура и строение фосфорилирую­
щих мембран отличаются от структуры мембран с разобщенным окисли­
тельным фосфорилированием или мембран, не обработанных субстратом. 
Поскольку структурная перестройка в мембранах, в частности, определя­
ется конформационными изменениями белков дыхательной цепи и липо­
протеидных комплексов, и в связи с тем, что эффект наблюдается только 
в фосфорилирующих мембранах, можно предположить, что конформацион­
ные изменения в мембранах непосредственно принимают участие в транс­
формации энергии.

Отсутствие влияния сукцината обусловлено сильной инактивацией 
сукцинатдегидрогеназы в мембранах М. lysodeikticus (’). В отличие от 
митохондриальных мембран, на этих бактериальных мембранах не наблю­
дается дыхательного контроля (’). Этим, по-видимому, и можно объяснить 
отсутствие влияния АТФ на ускоряющую эффективность мембран.

В заключение отметим, что кинетика химической реакции оказалась 
чувствительным тестом на структурные перестройки и функциональное 
состояние мембраны. Кроме того, наблюдаемое действие мембран на проте­
кание химических процессов может иметь регуляторное значение, оказы­
вая влияние на скорости различных химических процессов ферментатив­
ного и неферментативного характера, протекающих в клетке.
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