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Na, К-активируемая, Mg-зависимая АТФаза (КФ3.6.1.3), локализован­
ная в клеточных мембранах, ответственна за активный транспорт Na+ и 
К+ через мембраны. В возбудимых мембранах функционирование тран­
спортной АТФазы сопряжено с механизмами возбуждения. Na, К-АТФаза 
представляет собой липопротеидный комплекс, «жестко» связанный с мем­
бранами. Активность ферментной системы при обработке детергентами, 
органическими растворителями или фосфолипазами, резко снижается и 
может реактивироваться некоторыми фосфолипидами (*~5) и холестери­
ном (6). Реактивация трактуется как полная или частичная реконструкция 
липопротеидного комплекса, при этом липидам отводится не только струк­
турная, но и функциональная роль. Целью данной работы является изуче­
ние оптимальных условий реактивации солюбилизированной Na, К-АТФа- 
зы синаптического происхождения очищенными липидами.

В качестве нативного мембранного препарата I Na, К-АТФазы исполь­
зовали фракцию грубых митохондрий коры головного мозга крыс после 
экстракции 0,6 М КС1 при pH 8,2 (7). Препарат I обрабатывали 0,1% 
тритоном Х-100 (20 мин., 20°, 3 мг белка на 1 мл). Солюбилизированную 
Na, К-АТФазу (препарат II) получали при 12 000 g (40 мин., 0—4°), при 
этом выход по белку составляет 41%. Детергент удаляли диализом против 
воды (препарат III) или против смеси 120 мМ NaCl и 20 мМ КС1 (препа­
рат IV) в течение 10 час. при 0—4°. Препараты хранили при —10° в тече­
ние 3—5 дней. Активность АТФаз определяли по степени накопления в 
ходе реакции (20 мин., 37°) неорганического фосфора. Состав инкубацион­
ной среды (1 мл) в ммолях: АТФ-Nan 3,MgCl25,NaCllOO, КС120, трис-HCl 
50 (pH 7,4), оуабаин 0,1, белок 300 мкг. Активность Na, К-АТФазы в 
мкмолях Р{ на 1 мг белка в час рассчитывали по разнице в отсутствие и 
присутствии оуабаина. После 5 мин. (37°) преинкубации с тонкой эмуль­
сией липидов (хранение при —10°) реакцию начинали добавлением АТФ, 
неорганический фосфор определяли колориметрически (8). Данные полу­
чали из 6—8 опытов.

Из мозга быка выделяли фракцию суммарных липидов (СЛ) (9), фос- 
фатидилсерин (ФС) (i0), сфингомиелин (СФ) и цереброзиды (ЦР) (“); 
из яичных желтков — фосфатидилхолин (ФХ) (12). Идентификацию ли­
пидов проводили тонкослойной хроматографией, и.-к. спектрами и диспер­
сией оптического вращения при сравнении с образцами синтетических 
липидов.

Активность Na, К- и Mg-АТФ-азы соответственно для препарата I 
5,8±0,6 и 10,2±1,1; препарата II 1,2±0,2 и 3,8±0,5; препарата III 4,5 и 
3,9; препарата IV 11,0±1,5 и 6,9±0,2 единиц. Увеличение активности раст­
воримой Na, К-АТФазы в ходе диализа против воды можно объяснить 
частичной реконструкцией ферментной системы, а при диализе против со­
лей — стабилизацией активных центров. Нами показано, что ФХ, начиная 
с 5 мкг/мл (~0,1 мМ), тормозит АТФазы препарата I, при этом 500 мкг 
ФХ вызывает 90% торможения Na, К-АТФазы и 49% Mg-АТФазы. ФС в 

733



концентрации 1—500 мкг слабо тормозит Na, К-АТФазу (10%) (13) и при 
500 мкг на 42% тормозит Mg-АТФазу. Таким образом, ни ФС, ни ФХ не 
реактивируют нативную Na, К-АТФазу мозга.

Учитывая, что реактивацию СЛ и ФС не удалось обнаружить для Na, 
К-АТФазы препаратов II и IV, все последующие опыты проводили на 
препарате III. Из рис. 1 следует, что максимум реактивации Na,

Рис. 1. Реактивация Na, К- 
АТФазы препарата III. За 
100% принята активность 
Na, К-АТФазы в отсутствие 
липидов. 1 — ФС, 2 — ЦР, 3 — 
ФХ, 4 — СФ, 5 — холестерин, 
6 — СЛ. Здесь, как и на рис. 2, 
приведены средние данные из 

5-6 опытов

К-АТФазы СЛ наблюдается при концентрации 1 мг (80%), ФС при 
0,6 мг (49%), ЦР при 0,1 мг (17%), СФ при 0,05 мг (27%), холестерина 
при 0,4 мг (24%). ФХ (лецитин), в отличие от других липидов, в кон­
центрации 0,05—0,8 мг значительно тормозит Na, К-АТФазу препара­
та III, как и в случае препарата I; это может быть объяснено наличием 
холиловой группировки, как и для ацетилхолина (АХ), являющегося 
ингибитором Na, К-АТФазы (7). В литературе отмечается, что реактива-

Рис. 2. Влияние ЭДТА-Naa на 
реактивацию Na, К-АТФазы 
препарата III фракцией сум­
марных липидов. 1 — Na, К- 
АТФаза+СЛ+ЭДТА, 2 - Mg- 
АТФаза+СЛ+ЭДТА, 3 - Na, К- 
АТФаза+ЭДТА, 4 - Mg-АТФа- 

за+ЭДТА

ция Na, К-АТФазы ФХ может происходить за счет примесей (3), очи­
щенный же ФХ не реактивирует Na, К-АТФазу дезоксихолатного экст­
ракта мозга и почек (5). Отметим, что данные по реактивации СФ и ЦР 
транспортной АТФазы в литературе отсутствуют. Реактивирующее дейст­
вие липидов, по-видимому, зависит от их химической структуры, и наибо­
лее эффективным действием обладает ФС.

Из рис. 1 также видно двухфазное действие липидов (кроме ФХ): 
нарастание эффекта реактивации до максимума и последующее снятие 
эффекта вплоть до торможения Na, К-АТФазы. Mg-АТФаза в наших экс­
периментах не реактивируется липидами. В случае действия ФС и СЛ 
активность Mg-АТФазы не изменяется, в остальных случаях наблюдается 
торможение на 20—40%, зависящее от концентрации внесенного липида. 
Искусственная смесь липидов в оптимальных и полуоптимальных количест­
вах оказалась в наших опытах неэффективной, присутствие ФХ в смеси 
приводило к снятию реактивации. Из рис. 2 следует, что реактивация СЛ 
Na, К-АТФазы наблюдается также и на фоне ЭДТА, что отмечается и в 
литературе (14). Интересно, что ЭДТА способна «реактивировать» Na, 
К-АТФазу в концентрации 0,5 мТИ, однако двухфазный характер кривой
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(рис. 2) позволяет предполагать более значительное влияние ЭДТА на 
связывание белка с липидами, чем на возможное связывание примесных 
двухвалентных ионов — ингибиторов Na, К-АТФазы (15).

Согласно нашим данным, оптимумы концентрации АТФ и Кт (метод 
Лайнуивера и Бэрка) для Na, К-АТФазы препарата I, III и Щ+1 мг СЛ 
оказались сходными и равными 3 мМ и 1,3 мМ соответственно. Субстрат­
ное торможение для реактивированной Na, К-АТФазы в этом случае про­
являлось при концентрации АТФ>3 мЛ/, для препарата 1>5 мМ, для 
Ш>4 мТИ. Нами также показано (табл. 1), что Са2+ (0,6—2,5 мТИ) и 
АХ (0,25—1,0 м#) тормозят активность «растворимой» Na, К-АТФазы

Таблица 1
Влияние ионов Са2+ и ацетилхолина на активность «растворимой» Na, 

К-АТФазы в присутствии 0,6 мг/мл фосфатдилсерина

Ингиби­
торы

Концентра­
ция, мМ

Активность АТФаз, мкмол. Pi на 1 мг белка в час

Na,
К-АТФаза

Na,
К-АТФаза+ 

+ ФС
Mg-АТФаза Mg-АТФаза-Ь

+ ФС

— — 4,5±0,4 6,7 ±0,5* 3,9 ±0,3 3,9±0,3

Са2+ 5,0 0,06 ±0,04 1,2+0,5 1,3+0,4 1,3 ±0,4
2,5 1,0±0,5 1,5 ±0,4 1,3±0,4 1,3±0,3
0,6 1,2 ±0,6 1,4±0,5 1,3±0,3 1,3±0,4

АХ 1,0 1,8 ±0,3 5,2±0,4* 2,0±0,4 2,5±0,6
0,25 1,7 ±0,5 3,1±0,5 * 2,4±0,4 3,1 ±0,5

Примечание. Приведены средние данные из 4—6 опытов. Звездочной 
указаны значения Р<0,05 (по сравнению с АТФазой в отсутствие ФС).

препарата III и реактивированного ФС (0,6 мг/мл). Однако, если Са2+ 
в используемых концентрациях практически снимает реактивирующий 
эффект ФС, то АХ частично его сохраняет. Можно предположить, что точ­
ка приложения АХ на липопротеидный комплекс не находится в области 
белок-липидного взаимодействия, в то время как точка приложения дру­
гого ингибитора — Са2+ находится в этой области. Если в состоянии покоя 
возбудимые мембраны могут иметь «жесткое» белок-липидное взаимодей­
ствие, то в состоянии возбуждения — лабильное; в этом случае возбужде­
ние сопровождается снижением активности Na, К-АТФазы (16). Активный 
транспорт Са2+ из синаптоплазмы в среду и гидролиз АХ после прекраще­
ния возбуждения могут инициировать «реконструкцию» Na, К-АТФазы 
синаптических мембран in vivo.

Таким образом, представленные данные указывают па структурно­
функциональную роль липидов в функционировании Na, К-АТФазы воз­
будимых мембран.
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