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Исследование ферментной организации лизосом — субклеточных струк­
тур, ответственных за процессы внутриклеточного пищеварения, является 
одним из наиболее важных направлений в расшифровке механизма их 
функционирования. В настоящее время в лизосомах обнаружено более 50 
гидролитических ферментов, однако их внутрилизосомальная организация 
изучепа мало (*~3). Несмотря на то что кислая фосфатаза является первым 
из лизосомальных ферментов, для которого был разработан электронно­
микроскопический метод выявления активности и опубликованы много­
численные работы, посвященные изучению ее локализации в различных 
тканях и клетках, вопрос о ее внутрплизосомальной организации нельзя 
считать окончательно решепным (2,4~6).

В наших предыдущих исследованиях с помощью биохимических и 
электрофоретических методов были получены первые доказательства спе­
цифической локализации отдельных молекулярных форм кислой фосфата­
зы в мембранах и матриксе лизосом (7).

Целью настоящей работы явилась попытка изучения тонкой ультра- 
структурной локализации и поведения кислой фосфатазы в лизосомальных 
мембранах в ходе функционирования этих органелл (в процессе трансфор­
мации первичных лизосом во вторичные) в печени крыс с помощью 
электронно-микроскопических методов.

Исследования проводили на крысах-самцах линии Вистар весом около 
250 г. Животные содержались на полноцепном общевиварном рационе. 
Пищу и воду животные получали ad libitum. За 12 час. до забоя крыс ли­
шали пищи.

Животных забивали декапитацией, печень извлекали, участок правой 
доли брали для морфологических исследований, остальную часть тщатель­
но промывали в охлажденном физиологическом растворе и измельчали пу­
тем продавливания через перфорированную металлическую пластинку с 
диаметром отверстий 1 мм. Гомогенаты печени приготовляли по принято­
му в лаборатории методу, используя в качестве суспендирующей среды 
0,25 М раствор сахарозы, содержащий 0,001 М ЭДТА (8). Фракционирова­
ние гомогенатов проводили с помощью дифференциального центрифугиро­
вания по методу Де Дюва и др. (9), а дальнейшее разделение лизосом на 
субфракции — с помощью равновесного центрифугирования в линейном 
градиенте плотности сахарозы по методу Покровского и др. (10).

Для электронно-микроскопического исследования кусочки печени и по­
лученные осадки «легкой» и «тяжелой» субфракций лизосом фиксировали 
в 3% растворе глутаральдегида, промывали в какодилатном буфере 
(pH 7,2) и дофикенровалп в OsO4 (и). Дегидратацию проводили в возрас­
тающем спиртовом ряду, после чего материал заливали в эпон. Выявление 
активности кислой фосфатазы осуществляли с помощью реакции Гомори 
(12) по методу Хольта (4, 13). Часть ультратонких срезов дополнительно 
контрастировали уранилацетатом и цитратом свинца. Исследования про­
водили в электронных микроскопах Hitachi-11 и JEM-100.
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При исследовании ультраструктурпой локализации активности кислой 
фосфатазы в первичных лизосомах как в ткани in situ, так и в «легкой» 
субфракцпп лизосом обращает па себя внимание то, что продукты реак­
ции на кислую фосфатазу локализуются как в матриксе лизосом, так и в 
мембранах (рис. I). При этом продукты ферментативной реакции опреде­
лялись либо в виде отдельных зереп (рис. 1а), либо в виде сплошных по­
лей (рис. 16, в). В отдельных случаях активность кислой фосфатазы вы­
являлась преимущественно в мембранах лизосом (рис. 1г).

Ряс. 3. Локализация кислой 
фосфатазы во вторичных ли­
зосомах печени крыс (срезы 
ткани и выделенная «тяже­
лая» лизосомальная субфрак- 
ция). а - И 000Х. б - 20 00ЭХ. 
Препараты но контрастиро­

ваны

На рис. 2 зафиксирован момент слияния лизосом. Начальный этап это­
го процесса характеризуется контактом двух мембран (рис. 2а), более 
поздняя стадия — слиянием мембран п объединением матрикса (рис. 26). 
Мы имели возможность многократно наблюдать, что в момепт контакта 
мембран лизосом происходит вьтражепная активация мембрапносвязаино- 
го компонента кислой фосфатазы (рис. 2в). Создается внечатленп°, что 
это усиление активности характерно для реакции взаимодействия лизосо­
мальных мембран и что активация мембраппосвязаппой кислой фосфатазы 
является необходимым или часто сопровождающим процесс аутофагии мо­
ментом.

Дополнительные данные, указывающие на возможное участие лизосо­
мальных мембран в процессе образования вторичных лизосом, представле­
ны на рис. 3. При исследовании ультраструктурной .локализации активно 
стп кислой фосфатазы во вторичных лизосомах как в ткани in situ, так и в

Рис. 1. Локализация кислой фосфатазы в пернпчных лизосомах печени крыс (срезы 
ткани и выделенная «легкая» лизосомальная субфракция), а - 20 000Х, б. в - 30 030Х, 
г — 10000Х. а, б. в — препараты ио контрастированы; г — контрастирование уренпл- 

ацетатом и цитратом свинца
Рис. 2. Этапы слияния лизосом (реакция на кислую фосфатазу), а — копта:;'' мни эаи 
лизосом, 2О000Х; б - слияние мембран лизосом и объе~т.и,’нп-,' матрикса ■' •-:У)Х; 
в — активация мембранпосвязаиной кислой фосфатазы в мем'цт контакта м ■ эаи 

лизосом, 20 000Х. Препараты не контрастированы 
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Рис. i

Рис. 2
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Рис. 1. .1 — иммуноэлектрофорез (>% экстракта мозга взрослой крысы: I — зона преальбуми- 
пов, 7/— альбуминов. III - аф-с лобулииов. / Г - "/-глобулинов. /7 - формирование общсгс 
антигенною спектра в культуре ткани гпннок а.мпа: цифры справа — сроки культивирование 
в днях: а — фотография. В — определение титра антисыворотки (</.с,— антисыворотка, м, — 
экстракт мозга в убывающих концентрациях). Г — сравнение антигенов целого мозга н 
культуры нервной ткани (п.с. — антисыворотка. .« — экстракт мозга, к - экстракт к.н.т., ф — 
физиологичес кий раствор). Д - идентификация .мозгоснеппфшческого антигена S-1O0 в к.н.т.

(.я — 2% экстракт мозга, к - экстракт культуры ткани)

Гис. 2. .4 — становление мозс огнеuiicjinч<>гкого анти ген него спектра в к.н.т.: и — 1й — 
2п дней в культуре: В — результаты иммуноавтораднографнн: б — иммунорадиоавто- 
граф к.н.т. 5—7-диевного срока культивирования. « — 10—12-дневного срока. С'"'-гидро­

лизат. Обозначения те же. что н на рис. I



«тяжелой» субфракции лизосом обнаружено, что кислая фосфатаза лока­
лизуется как в матриксе, между отдельными включениями, так и в самой 
мембране аутофагической вакуоли (цптосегресомы) (рис. За). На более 
поздних этапах (в цитосомах) продукты реакции па кислую фосфатазу 
были рассеяны по всему лизосомальному матриксу и продолжали выяв­
ляться в мембранах (рис. 36). В конечной стадии (остаточные тельца) 
активность кислой фосфатазы в матриксе практически отсутствовала, в то 
время как в мембранах выявлялись отдельные активные участки.

Таким образом, полученные данные указывают па локализацию актив­
ности кислой фосфатазы в матриксе и в мембранах лизосом. Результаты 
этих исследовании коррелируют с данными биохимического изучения внут- 
рплпзосомальпой локализации изоферментов кислой фосфатазы, показав­
шими специфичность распределения отдельных изоформ кислой фосфата­
зы между мембранами и матриксом лизосом (7).

Важно подчеркнуть, что выраженная активность кислой фосфатазы 
определяется в мембранах на всех стадиях развития лизосомального аппа­
рата: от вновь образованных первичных лизосом до остаточных телец. Осо­
бого внимания заслуживает факт обнаружения активности кислой фосфа­
тазы в мембранах цптосегресом, что является, по-видимому, достаточно 
убедительным доказательством участия мембран первичных лизосом (со 
структурированной в них кислой фосфатазой) в образовании мембран вто­
ричных лизосом.

Что касается функционального значения обнаруженного систематиче­
ского распределения активности кислой фосфатазы между мембранами и 
матриксом лизосом, то в настоящее время ответ па этот вопрос может 
быть лишь гипотетическим. Мы предполагаем, что мембранпосвязапные 
ферменты лизосом участвуют в экстрализосомальпом гидролитическом 
расщеплетшп биополимеров, в частности фрагментов субклеточных 
мембран (мембран фагосом, аутофагических вакуолей и др.), что, по-ви­
димому, является необходимым условием для образования вторичных 
лизосом.

Институт питания Поступило
Академии медицинских наук СССР 6 IX 1974
Москва
Центр гигиены 
Медицинской академии НРБ 
София

ЦИТИРОВАННАЯ ЛИТЕРАТУРА

1 С. de Duve, R. Wattiaux, Ann. Rev. Physiol., v. 28, 435 (1966). 2 А. А. Покров­
ский, В. А. Тутелъян, Усп. совр. биол., т. 68. 318 (1969). 3 A. J. Barret, In: Lysosomes
a Laboratory Handbook, Amsterdam — London, 1972, p. 46. 4 S. J. Holt, R. M. Hicks,
In: The Interpretation of Ultrastructure, London, 1962, p. 193. 5 F. Beck, J. B. Lloyd.
C. A. Squier, In: Lysosomes a Laboratory Handbook, Amsterdam - London, 1972, p. 200. 
6 Л. П. Кръстев, Лпзозоми: структура, функция ц патология. София, 1972. 7 А. .4.
Покровский, А1. Я. Николаева и др., ДАН, т. 213, 469 (1973). 8 А. А. Покровский,
Л. В. Кравченко, В. А. Тутелъян, Биохимия, т. 36. 690 (1971). 9 С. de Duve, В. Press­
man et al., Biochem. J., v. 60. 604 (1955). 10 А. А. Покровский, Л. В. Кравченко и др..
ДАН, т. 205, 1483 (1972). 11 М. J. Karnavsky, J. Cell Biol., v. 27, 137A (1965). 12 G.
Gomory, .1. Cell, and Comp. Physiol., v. 17, 71 (1941). 13 S. J. Holt, Exp. Cell. Res.
Suppl., v. 7, 1 (1959).

1237


