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Циклическая АМФ (3',5'-АМФ) в клетках Metazoa играет роль медиа­
торного вещества, через посредство которого реализуются эффекты ряда 
нестероидных гормонов (,_6). Действие 3',5+АМФ на внутриклеточный 
обмен многообразно и осуществляется на различных уровнях структурно­
химической организации клетки. Среди прочих эффектов 3',5'-АМФ, не­
сомненно, заслуживает внимания изменение проницаемости плазматиче­
ской мембраны клеток для Na+, воды и, видимо, также органических ве­
ществ (4_7). Внутриклеточная концентрация З'Д'-АМФ регулируется в ос­
новном активностью двух ферментов — аденилциклазы, осуществляющей 
превращение АТФ в З'Д'-АМФ и фосфодиэстеразы, превращающей 
З'Д'-АМФ в 5+АМФ (1_6). Воздействия, повышающие активность аденпл- 
циклазы (например, гормоны) или понижающие активность фосфодиэсте­
разы (например, ингибирующий ее теофиллин) увеличивают концентра­
цию 3',5'-АМФ в клетке; кроме того, внутриклеточная концентрация по­
вышается и при наличии в среде экзогенной 3',5'-АМФ (1_8).

Механизм изменения проницаемости мембраны для органических ве­
ществ под действием 3/,5/-АМФ нуждается в изучении; одной из удобных 
для этой цели экспериментальных моделей может, видимо, быть система 
активного транспорта органических кислот в проксимальных канальцах 
почки, поскольку имеются указания на то, что 3',3'-АМФ влияет на рабо­
ту этой системы (7).

Ранее нами было показано, что активный транспорт кислот через ба­
зальную и апикальную мембраны клеток канальцев может быть визуали­
зирован in vivo и in vitro применением маркерной флуоресцирующей кис­
лоты (флуоресцеин) п контактной флуоресцентной микроскопии, а также 
охарактеризован количественно путем измерения проникшего в канальцы 
флуоресцеина на специальном микрофлуориметре, оснащенном контакт­
ной оптикой С, 1в).

Целью настоящей работы было количественное изучение действия 
+..+ А,\!Ф на активный транспорт флуоресцеина в проксимальных каналь­
цах. Объектом исследования служили переживающие in vitro почки лягу­
шек-самцов (Rana temporaria). Методика постановки опытов была в основ­
ном такой же, как в наших предшествующих работах (9, ’“). Одна из све­
жеудаленных почек инкубировалась 15 мин. при комнатной температуре 
в 10 мл раствора Рингера, содержащего 5 ■ 10-5 М флуоресцеина и различ­
ные концентрации 3',5'-АМФ, теофиллина пли обоих этих веществ; вто­
рая почка помещалась в чистый раствор Рингера. В каждой из них после­
довательно измерялась флуоресценция 40 индивидуальных проксимальных 
канальцев. В контроле инкубация проводилась в растворе Рингера, содер­
жащем только флуоресцеин. Диаметр фотометрического зонда в плоскости 
объекта составлял 60 мкм, т. е. в него помещался весь поперечник прокси­
мального канальца. Для выделения возбуждающего света служил свето­
фильтр ФС-1-6, для выделения света флуоресценции — склеенный запираю­
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щий светофильтр 7КС-18+ЖС-19. На каждую точку в опыте п коптролях 
использовались почки 3—5 лягушек, т. е. измерялось 120—200 канальцев. 
Количество (концентрация) флуоресцеина в канальце определялось как 
разность между флуоресценцией канальцев после инкубации в среде, со­
держащей флуоресцеин, и собственной зеленой флуоресценцией клеток 
проксимальных канальцев (10). Весь цифровой материал подвергался ста­
тистической обработке на ЭВМ «Проминь»; вычислялись средние значения 
и границы доверительного интервала при 95% уровне значимости. Одно-

Рис. 1. Действие различных концентраций 3',5'-АМФ (7), тео- 
иллина (2) или сочетания постоянной концентрации тео- 
иллина (5-Ю-5 М) и меняющейся - 3',5'-АМФ (5) на сред­

нее содержане флуоресцеина в проксимальных канальцах 
(рабочие единицы). Заштрихованная область — границы до­
верительного интервала для контроля, скобки у точек отме­
чают границы доверите!льного интервала при 95% уровне зна­

чимости

временно с микрофлуорометрией осуществлялся визуальный морфологиче­
ский контроль за транспортом флуоресцеина в цитоплазму клеток каналь­
ца и его просвет.

При изменении концентрации 3',5'-АМФ в среде (от 10-7 до 10~3 М) 
наблюдалось сначала небольшое, но достоверное увеличение среднего коли­
чества флуоресцеина, проходящего в каналец за время инкубации, а затем 
его постепенное снижение, достигавшее 53,6% по отношению к контролю 
(рис. 1). При изменении концентрации теофиллина в среде (от 10_6 до 
10_3 М) наблюдалось постепенное уменьшение среднего количества флуо­
ресцеина в канальцах, достигавшее 47,7% к контролю (рис. 1). При нали­
чии в среде постоянной концентрации теофиллина (5-10—5 М) и меняю­
щихся концентраций 3',5'-АМФ достоверное снижение среднего количества 
флуоресцеина в канальцах наступает при действии более низкой концен­
трации 3',5'-АМФ (5 ■ 10 -6 М) и далее не меняется с ее увеличением.

Введение в среду инкубации 5'-АМФ (10~3 ЯГ) не снижает среднего ко­
личества флуоресцеина в канальцах; наблюдается даже небольшое, но ста­
тистически достоверное его повышение (рис. 2). АДФ (10_3 М) не оказы­
вает достоверного эффекта на транспорт флуоресцеина. Предварительная 
15-минутная инкубация с 3',5'-АМФ с последующей 15-минутной инкуба­
цией в растворе флуоресцеина оказывает на его транспорт в каналец зна­
чительно более слабый тормозящий эффект, чем 15-минутная инкубация 
в присутствии 3',5'-АМФ и флуоресцеина (рис. 2).

Зависимость между средним количеством флуоресцеина в канальце и 
продолжительностью инкубации имеет линейный характер (10). При на­
личии в среде 3Л,5'-АМФ характер этой зависимости меняется (рис. 3): 
начиная с 10-й минуты инкубации транспорт флуоресцеина в каналец 
практически прекращается.
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Таким образом, ингибирующее действие 3',5'-АМФ па транспорт кис­
лоты специфично именно для этого соединения и отсутствует у других пу­
ринов (б'-АМФ, АДФ). Ингибирующее действие З^б'-АМФ на транспорт 
является, как свидетельствуют опыты с раздельной инкубацией, обрати­
мым. Важно отметить, что форма кривых, описывающих изменения средне­
го содержания флуоресцеина в канальцах при действии меняющихся кон­
центраций З^б'-АМФ и теофиллина, оказывается различной. Кривая, опи­
сывающая изменения среднего содержания флуоресцеина в канальцах при

Рис. 2 Рис. 3
Рис. 2. Действие 3',5'-АМФ, 5'-АМФ и АДФ па среднее содержание флуоресцеина 
в проксимальных канальцах (рабочие единицы). 1 — инкубация 15 мин. в 5-10 "' М 
растворе флуоресцеина на растворе Рингера; 2 — инкубация 15 мин. в растворе Рин­
гера, содержащем 5-10-5 М флуоресцеин и К) 3 М 3',5'-АМФ; 3 - инкубация 15 мин. 
в растворе Рингера, содержащем 5-10“5 М флуоресцеина и 10~3 М 5'-АМФ; 4 - инку­
бация 15 мин. в растворе Рингера, содержащем 5-Ю-5 М флуоресцеин и 10 ’ М АДФ; 
5 — инкубация 15 мин. в растворе Рингера и затем 15 мин. в 5-10“5 М растворе флуо­
ресцеина в растворе Рингера; 6 - инкубация 15 мин. в растворе Рингера, содержа­
щем 10~3 М 3',5'-АМФ и затем 15 мин. в 5-10 3' М растворе флуоресцеина в растворе 

Рингера. 95% уровень значимости

Рис. 3. Зависимость между средним содержание^ флуоресцеина (рабочие единицы) 
в канальцах и продолжительностью инкубации

наличии в среде постоянной концентрации теофиллина и меняющейся 
концентрации 3',5'-АМФ, похожа по форме на кривую для З^б'-АМФ, но 
отличается от нее по численным значениям координат. В присутствии тео­
филлина начинают оказывать достоверное тормозящее действие на транс­
порт флуоресцеина концентрации 3',5'-АМФ, сами по себе не активные, 
более высокие концентрации З^б'-АМФ действуют так же и, даже, видимо, 
слабее. Различия между вышеупомянутыми тремя кривыми связаны, оче­
видно, с тем, что при действии на цепь реакций

дгрф аденилциклаза о' б'-АМФ Ф°сФодиэстеРаза 5'_ -\Мф

экзогенной З^б'-АМФ, теофиллина или обоих этих веществ внутриклеточ­
ная концентрация 3',5'-АМФ должна меняться различным способом. Во 
всяком случае, форма экспериментальных кривых в общем хорошо соответ­
ствует ожидаемой на основании уравнений ферментативной кинетики для 
рассматриваемых ситуаций (“).

Итак, торможение транспорта органической кислоты (флуоресцеина) 
в проксимальных канальцах пропорционально внутриклеточной концен­
трации З^б'-АМФ. Каков же механизм этого торможения? Как известно, 
транспорт органических кислот в проксимальных канальцах тесно связан 
с транспортом Na+ (9, 12, 13). 3',5'-АМФ увеличивает проницаемость кле-
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точных мембран для Na+ (1_6), что должно, очевидно, снижать разность 
потенциалов между наружной и внутренней поверхностью мембраны. В на­
стоящее время считается, что активный транспорт многих веществ через 
различные мембраны осуществляется переносчиками под действием силы 
электростатического поля (10, С этой точки зрения становится понят­
ным торможение 3',5'-АМФ транспорта органической кислоты (флуорес­
цеина). Из подобного объяснения следует, что под действием 3',5'-АМФ 
должен меняться транспорт не только органических кислот, по одновре­
менно и других органических веществ, проникновение которых через мем­
брану осуществляется при участии поля, а также должна перестраиваться 
доменная структура жидкокристаллического слоя мембран (10), и это соз­
дает возможности дальнейшей экспериментальной проверки справедливо­
сти предлагаемого объяснения.
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