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Митчелом было высказано предположение о том, что мембраны мито­
хондрий, хлоропластов и бактерий содержат молекулярные электрические 
генераторы (*).  Для обнаружения разности электрических потенциалов 
на мембранах органелл и бактерий были разработаны косвенные методы, 
основанные на измерении электрофоретического транспорта проникаю­
щих ионов, электрохромных сдвигов в спектрах каротиноидов и хлорофил­
ла и т. п. (см. обзоры (2_6)). Генерация электрического тока биологическим 
генератором белковой природы впервые была измерена нами с помощью 
вольтметра в опытах с бактериородопсином галофильных бактерий Halo­
bacterium halobium, который в смеси с раствором фосфолипидов в декане 
использовали для образования плоской искусственной мембраны (6,7). 
Попытки применить этот методический подход для получения плоской 
мембраны, содержащей цитохромоксидазу или митохондриальную 
АТФазу, транспортирующую протоны (Н+-АТФазу), не дали положитель­
ных результатов.

В ходе дальнейших поисков был разработан более универсальный ме­
тод прямых измерений генерации мембранного потенциала мембранными 
белками. Прежде всего белки включали в мембрану липосом по методу 
Ракера и соавторов (8“10). С этой целью белки и фосфолипиды смешивали 
в присутствии детергента (холата), после чего холат удаляли путем ди­
ализа на холоду. Протеолипосомы, образующиеся при такой процедуре, 
добавляли в один из двух отсеков, разделенных плоской фосфолипидной 
мембраной. Добавка 30 мкг-ионов Са2+, нейтрализующих отрицательные 
поверхностные заряды фосфолипидов, вызывала слипание плоской и про- 
теолипосомальной мембран. Вольтметрические измерения показали, что 
цитохромоксидаза, Н+-АТФаза и бактериородопсин, взаимодействующие 
таким образом с плоской мембраной, могут генерировать трансмембран­
ную разность электрических потенциалов за счет использования соответ­
ствующих энергетических ресурсов.

Цитохромоксидазу выделяли по методу Йопетани (“), сопрягающий 
фактор Fi — по Хорстману и Ракеру (12), гидрофобные белки АТФазного 
комплекса — по Кагава и Ракеру (8), фрагменты мембраны, содержащие 
бактериородопсин — по Остерхельту и Стокениусу (1г). Методы приготов­
ления цитохромоксидазных и АТФазных протеолипосом (14) и бактерио- 
родопсиновых протеолипосом (15) были описаны ранее.

Разность электрических потенциалов на плоской мембране измеряли 
при помощи хлор-серебряных электродов, соединенных с вибраторным 
емкостным электрометром RFT VA-J-51 и самописцем КСП-4. Плоскую 
фосфолипидную мембрану приготовляли из раствора соевых фосфолипидов
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(азолектина) в декане (70 мг азолектина в 1 мл декана). Раствор азолек­
тина наносили на отверстие диаметром 1 мм в тефлоновой перегородке, 
разделяющей экспериментальную ячейку на два отсека, содержащие инку­
бационную смесь. После образования плоской мембраны в один из отсеков 
добавлялись протеолипосомы. Через 15—30 мин., в течение которых дости­
галось соединение протеолипосом с плоской мембраной, вводился источ­
ник энергии и замерялся мембранный потенциал.

Результаты типичного опыта с цитохромоксидазными протеолипосома- 
ми представлены на рис. 1 (среда инкубации: 0,3 М сахароза, 5 yiM

NaCN

Рис. 1. Генерация трансмембранной разности электрических потенциалов цитохоом- 
оксидазой (а, 6), Н+-АТФазой (в) и бактериородопсином (г). Добавки: а — 10 мЛ/ 
аскорбат (в отсек, содержащий протеолипосомы), 1 мМ NaCN (в оба отсека); б — 
в отсек, не содержащий протеолипосомы, 5 тлМ аскорбат, 1,5 мкМ ФМС, в оба от­
сека 1.5 мМ NaCN; в — 2,5 тлМ АТФ, 30 мкг/мл олигомиципа; г — Т — темнота, С — 
свет. Сопротивление плоской мембраны (ом): 1,5-1010 (а), 1010 (б, в), 2-1010 (г). 
Ток при достижении стационарного состояния (а): 5-10—12 (<z), 210—12 (б), 1,810“12 

(в), 7,5-10—12 (а)

MgSO4, 5 мЛ7 трис-цитрат, pH 7,2). Как видно из рис. 1а, добавление ас­
корбата в отсек ячейки, содержащий цитохромоксидазные протеолипосо­
мы (0,3 мг белка на 1 мл) и 0,1 мЛГ цитохром с, приводит к появлению 
разности электрических потенциалов на плоской мембране (положитель­
ный заряд в отсеке с протеолипосомами). Добавка цианида после аскор­
бата снимает этот эффект. В опыте, представленном на рис. 16, аскорбат 
(+7 ■ 10“5 М цитохром с) и протеолипосомы (0,25 мг белка в 1 мл) добав­
лялись в различные отсеки ячейки (среда инкубации: 0,2 М сахароза, 
0,05 М трпс-НС1. pH 7,2). В этом случае появление мембранного потен­
циала достигалось лишь после включения в реакционную среду прони­
кающего переносчика атомов водорода — феназинметасульфата (ФМС), 
причем направленность электрического поля оказалась такой же, как и 
в предыдущем опыте. Электрический потенциал обратной направленности 
(отрицательный заряд на стороне протеолипосом) появлялся в опытах с 
цитохромоксидазными протеолипосомами, содержащими внутри пито- 
хром с. В этом случае также оказалось необходимым наличие ФМС в си­
стеме.

На рис. 1в представлены результаты опыта с АТФазными протео.типо- 
сомами (среда инкубации, как в опыте, представленном на рис. 1а). До-
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бавление АТФ в отсек ячейки с протеолипосомами (0,3 мг белка на 1 мл) 
сопровождается появлением разности электрических потенциалов (отри­
цательный заряд на стороне протеолипосом). Эффект АТФ снимается 
олигомицином. Данные, представленные на рис. 1г, характеризуют гене­
рацию электрического поля бактериородопсиновыми протеолипосомами, 
индуцируемую светом (среда инкубации: 0,2 М сахароза, 5 м2И трис-НС1, 
pH 7,2, 0,2 мг белка на 1 мл). В этом случае отрицательный заряд также 
оказался на стороне протеолипосом, причем мембранный потенциал исче­
зал в темноте.

Во всех рассмотренных случаях добавление разобщителя —протонофо- 
ра трихлоркарбонилцианидфенилгидразона или шунтирование плоской 
мембраны посредством параллельного включения сопротивления резко 
понижало электрические ответы и ускоряло падение мембранного потен­
циала после прекращения подачи энергетического ресурса.

Рис. 2. Зависимость между бактериородопсиновым фотоэф­
фектом и внешним ДР. Среда инкубации: 0,3 М сахароза, 
0,09 М (NH4)2SO4, 5 м.М трис-HCI, pH 7,2. В один из отсеков 
добавлены бактериородопсиновые протеолипосомы (0,1 мг 

белка на 1 мл).

Величина мембранного потенциала в наших опытах колебалась в зави­
симости от условий опытов и типа протеолипосом. Максимальные значе­
ния в случае цитохромоксидазы достигали 110 мв, в случае бактериоро­
допсина 150 мв. В опытах с АТФазными протеолипосомами величины 
мембранного потенциала были всегда ниже, а также требовалось больше 
времени для слипания протеолипосом и плоской мембраны. Последнее об­
стоятельство может быть следствием сложного профиля поверхности 
АТФазных протеолипосом, покрытых выступающими структурамп фак­
тора F4.

В силу наиболее высоких значений мембранного потенциала и просто­
ты процедуры введения энергетического ресурса (света) бактериородоп- 
синовая система была выбрана в качестве объекта дальнейших исследо­
ваний. В частности, были проведены измерения зависимости фотоэффекта 
от величины трансмембранной разности электрических потенциалов, гене­
рируемой внешним источником тока ДУВНСШ. Оказалось (рис. 2), что вели­
чина фотоэффекта понижается при совпадении знаков АУВНеш и фото-э.д.с. 
п повышается в случае противоположной направленности АУвнеш и фото- 
э.д.с. При определенном значении АУвнеш фотоэффект оказывается рав­
ным нулю. При условии одинаковой ориентации всех бактериородопсино- 
вых генераторов АУвнеш будет соответствовать величине фото-э.д.с. бакте­
риородопсина. Величина фото-э.д.с. должна быть больше этого значения 
в случае обратной ориентации части бактериородопсиновых генераторов. 
Согласно данным рис. 2, фото-э.д.с. бактериородопсина 5=300 мв.

Представляется вероятным, что описанные выше электрические отве­
ты являются результатом функционирования протеолипосом, определен-
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ным образом ассоциированных с поверхностью плоской фосфолипидной 
мембраны. Слипание протеолипосом с плоской мембраной оказывается не­
обратимым. Так, опыты с бактериородопсиновой системой показали, что 
появившийся фотоэффект сохраняется после замены инкубационной сме­
си с протеолипосомами на раствор без протеолипосом.

Можно предположить, что протеолипосомы (например, цитохромокси­
дазные), прилипшие к плоской мембране, катализируют перенос электро­
нов от наружного аскорбата к кислороду внутрь протеолипосом. В резуль­
тате этого внутренний отсек протеолипосом заряжается отрицательно. 
При этом ионы Н+ или другие катионы перемещаются по электрическому 
градиенту внутрь протеолипосом из того же отсека, в котором окисляется 
аскорбат, или из отсека, локализованного по другую сторону плоской мем­
браны. Последний эффект должен привести к появлению разности электри­
ческих потенциалов на плоской мембране.

Опыты, проведенные с протеолипосомами различных типов, показали, 
что в отсеке, не содержащем протеолипосомы, знак заряда всегда соответ­
ствует знаку заряда внутри протеолипосом. Так, цитохромоксидазные 
протеолипосомы, содержащие внутри цитохром с, АТФазные и бакте- 
риородопсиновые протеолипосомы, генерируют положительные заряды 
внутри протеолипосом, а цитохромоксидазные протеолипосомы с добав­
ленным снаружи цитохромом с — отрицательные заряды (14,iS). Соответ­
ственно, протеолипосомы первых трех типов вызывают появление поло­
жительного заряда, а последние — отрицательного заряда в отсеке, не со­
держащем протеолипосомы.
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